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Abstrakt

Utinek chladu na organismus zavisi na mife chladu a dobé trvani. Chladova aklimace vyvolava
termoregulacni odpovéd’, tfesovou termogenezi a nasledné rozvoj termogeneze netiesové
spojené s aktivaci hnédé tukové tkéné. Expozice mirnému chladu ve formé otuzovani ma
blahodéarné ucinky na cely organismus a nedavno bylo zjisténo, ze ma také kardioprotektivni
ucinky. Zvysena antioxidacni kapacita byla prokazana v mechanismu kardioprotekce vyvolané
aklimaci na hypoxii. Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda je protektivni efekt mirné
chladové aklimace (8 = 1 °C) spojen se zménou kapacity antioxida¢niho systému. V ramci
tohoto cile byly stanoveny hladiny proteini hlavnich antioxidac¢nich enzymi
(superoxiddismutaza, kataldza, glutathionperoxiddza, thioredoxin, thioredoxinreduktaza,
akonitdza, hemoxygenaza) v prubéhu aklimace na mirny chlad, konkrétné¢ v 1-3-10 dnech,
a nasledné po 5 tydnech a po 2-tydennim zotaveni. Vysledky ukdzaly zmény v expresi vétSiny
zkoumanych antioxidacnich proteinti, jejichz vliv na kardioprotekci vyvolanou chladem musi

byt dale ovéten.

Kli¢ova slova: srdce, chladova aklimace, superoxiddismutéaza, kataldza, glutathionperoxidaza,

thioredoxin, thioredoxinreduktdza, akonitdza, hemoxygenaza



Abstract

The effect of cold on the organism depends on the degree of cold and its duration. Cold
acclimation induces a thermoregulatory response, shivering thermogenesis and subsequently
the development of non-shivering thermogenesis associated with the activation of brown
adipose tissue. Exposure to mild cold in the form of hardening possesses beneficial effects
on the whole organism and recently the cardioprotective effects of mild cold acclimation has
been described. Increased antioxidant capacity has been demonstrated in the mechanism
of cardioprotection induced by hypoxia. The aim of this thesis was to find out whether
the protective effect of mild cold acclimatization (8 =1 °C) is associated with a change
in the capacity of the antioxidant system. To achieve this goal, the protein levels
of the main antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase,
thioredoxin, thioredoxin reductase, aconitase, heme oxygenase) were determined during
acclimation to mild cold, specifically in 1-3-10 days and subsequently after 5 weeks, and after
a 2-week recovery. The results showed changes in most of the antioxidant proteins, however

the effect on cold-elicited cardioprotection must be further verified.
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Seznam pouzitych zkratek

ACO - akonitaza; akonitat hydratdza (aconitase, aconitate hydratase)

ACOI1 — akonitdza 1; akonitat hydrataza 1; regulacni protein zeleza 1 (aconitase 1, aconitate
hydratase 1; iron regulatory protein 1)

ACO2 — akonitaza 2; akonitat hydrataza 2 (aconitase 2; aconitate hydratase 2)
Akt — proteinkinaza B, také PKB (protein kinase B)

ALS — amyotroficka lateralni skler6za (amyotrophic lateral sclerosis)

AMP — adenosinmonofosfat (adenosine monophosphate)

AP-1 — aktivatorovy protein-1 (activator protein 1)

ApoE — apolipoprotein E (apolipoprotein E)

ASK1 — kinéza regulujici apoptoticky signal (apoptosis signal-regulating kinase 1)
ATP — adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)

BAT — hnéda tukova tkan (brown adipose tissue)

Bax — bcl-2-like protein 4

Bid — BH3 interacting-domain death agonist

BMI — index télesné hmotnosti (body mass index)

CAT - katalaza (catalase)

CCS — chaperon médi pro SOD1 (copper chaperone for superoxide dismutase)
CIRBP — chladem indukovatelny protein vazajici RNA (cold-inducible RNA-binding protein)
CO — oxid uhelnaty (carbon monoxide)

DTT — dithiothreitol

ERK — extracelularnim signdlem regulovana kinaza, také MAPK (extracellular signal-
regulated kinase; mitogen-activated protein kinase)

GTP — guanosintrifostat (guanosine triphosphate)

GPX — glutathionperoxidaza (glutathione peroxidase)

H>0, — peroxid vodiku (hydrogen peroxide)

HDL - vysokodenzitni lipoprotein (high density lipoprotein)
HIF — hypoxii indukovany faktor (hypoxia-inducible factor)
HMOX — hemoxygenéza (heme oxygenase)

HMOX1 — hemoxygenaza 1; protein teplotniho Soku 32 (heme oxygenase 1; heat shock
protein 32)



HMOX2 — hemoxygenaza 2 (heme oxygenase 2)

IP — ischemicky preconditioning (ischemic preconditioning)

I/R poskozeni — ischemicko-reperfuzni poskozeni (ischemia-reperfusion injury)

JNK — c¢-Jun N-terminalni kinaza (c-Jun N-terminal kinases)

LDL — nizkodenzitni lipoprotein (low density lipoprotein)

MCU — mitochondrialni vapnikovy uniporter (mitochondrial calcium uniporter)

MEK — mitogenem aktivovana proteinkinaza kinaza (mitogen-activated protein kinase kinase)

mitoKatp — mitochondridlni ATP senzitivni draslikovy kandl (mitochondrial ATP-sensitive
potassium channel)

mPTP — mitochondridlni por ptechodné propustnosti (mitochondrial permeability transition
pore)

mTOR — mammalian target of rapamycin
NAD - nikotinamidadenindinukleotid (nicotinamide adenine dinucleotide)

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)

NCX — Na*-Ca*" vyménik (sodium-calcium exchanger)

NF-kB — nuklearni faktor kappa B (nuclear factor kappa B)

NHE — Na-H vyménik (sodium-proton exchanger)

NO - oxid dusnaty (nitric oxide)

eNOS — endotelialni syntdza oxidu dusnatého (endothelial nitric oxide synthase)
iINOS — inducibilni syntaza oxidu dusnatého (inducible nitric oxide synthase)
NOX — NADPH oxidéaza (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase)
NST — netiesova termogeneze (non-shivering thermogenesis)

02" — superoxid (superoxide)

‘OH — hydroxylovy radikal (hydroxyl radical)

PI3K — fosfatidylinositol-3-kinaza (phosphatidylinositol 3-kinase)

Racl — Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

Raf — proto-oncogene serine/threonine-protein kinase

Ras — proto-oncogene GTPase

Ref-1 — redoxni faktor 1 (redox factor-1)

RISK — reperfusion injury salvage kinase

ROS - reaktivni forma kysliku (reactive oxygen species)



p53 — tumor supresorovy protein 53 (tumor supressor protein 53)

PKC — proteinkinaza C (protein kinase C)

PRDX — peroxiredoxin (peroxiredoxin)

SARS-CoV-2 - severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2
SDS-PAGE — sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
SOD - superoxiddismutéaza (superoxide dismutase)

SODI1 — superoxiddismutaza 1, také Cu/Zn SOD (superoxide dismutase 1)
SOD2 — superoxiddismutaza 2, také Mn SOD (superoxide dismutase 2)
SOD3 — superoxiddismutaza 3, také EC-SOD (extracellular superoxide dismutase 3)
TNF — faktor nadorové nekrozy (tumor necrosis factor)

TRX1 — thioredoxin (thioredoxin)

TRX1 — thioredoxin 1 (thioredoxin 1)

TRX2 — thionredoxin 2 (thioredoxin 2)

TXNRD - thioredoxinreduktaza (thioredoxin reductase)

TXNRDI1 — thioredoxinreduktaza 1 (thioredoxin reductase 1)

TXNRD?2 — thioredoxinreduktéza 2 (thioredoxin reductase 2)

UCP — odptahujici protein (uncoupling protein)
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1. Uvod

Je znamo, ze v ischemicko-reperfiznim poskozeni srdce hraje vyznamnou ulohu oxidativni
stres v reperfuzi. Oxidativni stres v srdci je soucasti procesti vyvolavajicich srde¢ni hypertrofii,
bunécnou apoptdzu, podili se na srdecnim selhani po ischemicko-reperfuznim poskozeni.
Nicméné mirny oxidativni stres je soucdsti mnoha signalnich drah, z nichz nékteré hraji
vyznamnou ulohu v kardioprotekci. S tim spojené zvyseni endogenni antioxidacni ochrany
muze piredchazet nasledkiim ischemicko-reperfuzniho poskozeni nebo je eliminovat. Proto jsou
stale v poptedi z4jmu molekuly s obecnym nazvem reaktivni formy kysliku (ROS), které kvili
své vlastni nestabilit€ snadno reaguji s dalSimi molekulami. MnoZstvi ROS v daném bunééném
kompartmentu a v daném okamziku je zavislé narychlosti jejich vzniku a kapacité
antioxida¢niho systému, ktery ROS eliminuje. Pokud ale tvorba ROS pifesahne moznosti
antioxida¢niho systému, dochazi k rozvoji oxidativniho stresu, rozsdhlym peroxida¢nim
reakcim, poskozeni bunécnych struktur a v krajnim ptipadé€ k bunééné smrti.

V nasi laboratofi byl objeven novy kardioprotektivni rezim zalozeny na mirné chladové
aklimaci, ktery snizuje velikost infarktu, zvySuje odolnost mitochondrii a vede k desenzitizaci
adrenergni signalizace, avSak uloha oxidativniho stresu v tomto modelu neni dosud zndma. Tato
diplomova prace si klade za cil zjistit, zda aklimace na mirny chlad zvySuje kapacitu

antioxidacnich enzymi v pribéhu tohoto procesu.



2. Literarni prehled

2.1. Ischemicko-reperfiuzni poskozeni
Srdce je vysoce oxidativni tkdni a pro svou spravnou funkci vyzaduje dostate¢né zasobeni

kyslikem, ktery je zajiStovan korondrnim fecistém. Metabolicka aktivita srdce mlze vzrist
béhem né¢kolika sekund az Ctytikrat, coz vede k okamzitému zvySeni pozadavku na dodavku
energie ve form¢ adenosintrifosfatu (ATP). Za béznych podminek se vétSina ATP tvoii
mitochondridlni respiraci, tedy formou oxidativni fosforylace, ktera vyzaduje kyslik. Omezeni
ptistupu kysliku vede k hypoxii tkan¢, a pokud pratok krve v korondrnim fecisti klesne
pod 50 %, tak hovotime o ischemii, kterd je doprovazena sniZzenou dodavkou Zivin a sniZenym
odvodem zplodin bunééného metabolismu. Tento stav metabolické deprivace, mize vyustit
v poskozeni srdecni tkané a funkce srdce se vS§emi nasledky (Ingwall 2009).
Ischemicko-reperfiznim (I/R) poSkozenim je nazyvano poskozeni tkané zplisobené déle
trvajici ischemii, ale poskozeni samotné se vice rozviji az po znovuobnoveni priitoku krve, tedy
v reperfizi. V ischemické tkdni dochazi ke snizeni tvorby ATP, akumulaci protond, a tedy
snizeni pH, zvyseni anaerobni glykolyzy a tedy spotfeby glukézy a hromadéni laktatu (Rehring
et al. 1998). Cim je delsi vystaveni ischemii, tim vétsi je nasledné poskozeni zpiisobené
pfedevsim ztratou adeninovych nukleotidii, zménou pH a naristem intracelularni koncentrace
véapenatych iontd. Funkce srdce po ischemii trvajici do 20 minut se zda byt obnovitelna. Delsi
ischemie ma vSak za nasledek trvalé poSkozeni. Bylo zjiSténo, Ze Castecna deplece glykogenu
piedchazejici ischemii miiZze vést ke sniZzeni tvorby laktatu a hromadéni protond, a po reperfuzi
pak zlepSovat obnoveni funkce levé komory (Neely a Grotyohann 1984; Tani a Neely 1989).
Jednim z hlavnich problémd, ktery nastava béhem ischemie, je iontova dysbalance
zpiisobend sniZenim intraceluldrnitho pH a akumulaci protondi. Na pocatku kaskady
I/R poskozeni tak stoji Na-H vyménik (NHE), ktery za fyziologickych podminek pienasi
antiportem protony ven z buniky a sodné ionty pousti dovnit do buniky. Béhem ischemické faze
vSak musi byt siln€ navySena ¢innost tohoto vyméniku, vzhledem k nadmérnému hromadéni
protont v buiice. Protony, které s pomoci NHE ptechdzeji do extracelularniho prostoru,
zpusobuji to, ze je bchem ischemie pH niz8i nez obvykle nejen intracelularné, ale
1 extracelularn€. Problémem, ktery s sebou posilend funkce NHE dale nese, je nadmérné
zvySovani intracelularni koncentrace sodnych iontll. Podani inhibitoru NHE, amiloridu, pted
samotnou ischemii vyrazné snizuje intraceluldrni koncentraci sodnych iont. Neinhibovany
NHE vsak v ischemické bunice zapiic¢inuje tvorbu vysokého koncentra¢niho gradientu sodnych

ionta (Obr. 1A). Intracelularni koncentrace sodnych ionta stoupa nékolikanasobné a obraci tak
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funkci dalsitho vyméniku, ktery se nazyva Na'-Ca®" vyménik (NCX) (Tani a Neely 1989;
Murphy et al. 1991; White et al. 2017).

Pti reperfizi dochazi k odplaveni protont z extracelularniho prostoru, a tedy k obnoveni
extracelularniho pH. Jak se buiika stale zbavuje protoni, vraci se postupné i jeji vnitini pH
na obvyklou hladinu. Funkce NHE tedy béhem reperfiize neustava a posiluje tak jesté reverzni
funkci NCX lokalizovaného na bunééné membrané (Obr. 1B). Dochazi tak k vytoku tii sodnych
iontll z buiikky vyménou za jeden vapenaty ion, ktery vstoupi do buiiky (White et al. 2017).
Delece NCX u myocyti vede ke snizeni maximalni kontraktility a enddiastolického tlaku
behem ischemie. Naopak béhem reperfiize prokazuji srdce nizsi postischemickou kontraktilni
dysfunkci. Dale pak je umyocyti s deleci NCX pozorovéano signifikantni snizeni velikosti
infarktu (Imahashi et al. 2005). Za ischemickych podminek se tedy v srdec¢nich buikéach
hromadi diky NCX véapenaté ionty, to ma za nasledek zvySeni diastolického tlaku a sniZené
obnoveni komorové funkce (Tani a Neely 1989).

Nova, a dalo by se jist¢ fici i pralomova, mySlenka nabizi mozné vyuziti darct
pro transplantaci srdce z fad pacientl, ktefi zemfeli ndsledkem selhdni obéhového systému,
pii pouziti specidlniho slozeni perfizniho roztoku. Srdce takovych darci proSla globalni
ischemii a b&hem jejich transplantace by pfi jejich reperfuzi hrozilo I/R poSkozeni
transplantovaného srdce. Z toho diivodu se navrhuje pouziti specidlniho reperfuzniho roztoku
podaného ex-vivo, ktery by zamezil poSkozeni po ndhlé reperfiizi srdce. Takovy roztok by byl
hypokalcemicky, aby snizil vtok vapenatych iontli pomoci NCX z extracelularniho prostredi,
amél by miné kyselé pH (6,9), které by zamezovalo silnému vytoku protonti pfes NHE
pii reperfizi srdce a zabranovalo tak rychlému navraceni bunék ke svému normalniho pH, jak
se tomu d¢je pii I/R poskozeni (Obr. 1). Tim padem by mohlo dojit k vyznamnému rozsifeni
okruhu darcti (White et al. 2017).

Mluvime zde o tzv. pH paradoxu (Lemasters et al. 1996). Ten nam tik4, Ze po reperfuzi,
kterd vede k navratu fyziologického pH tkdné, dochazi k vyrazné smrti danych tkanovych
bunék. Reoxygenace s kyselejSim pH naopak piispiva k jejich zachovani a zmenSeni tkaniového
reperfuzniho poSkozeni. Ochrana tkané¢ pted I/R poskozenim souvisi s aktivaci signdlni drahy
fosfatidylinositol-3-kindza - proteinkindza B - endotelidlni syntdza oxidu dusnatého (PI3K-Akt-

eNOS) (Qiao et al. 2013), o které¢ budeme dale hovotit v kapitole 2. 2. Kardioprotekce.



Zména z kyselého pH béhem ischemie (pH 6,4) na fyziologické pH béhem reperfuze
(pH 7,4) dramaticky zvySuje vodivost tzv. mitochondridlniho poru ptrechodné propustnosti
(mPTP). Kyselym pH je totiz jeho otevirani blokovano a dochazi k nému tak vétSinou az béhem
reperfuze (Griffiths a Halestrapt 1995; Murata et al. 2001; Seidlmayer et al. 2015). Vyznamny
vliv na jeho otevieni mé také vysokd mitochondridlni koncentrace vapenatych iontl, ktera je
soucasti vapnikového pfetizeni a béhem ischemie roste. Do mitochondrie se ionty dostavaji
pomoci mitochondridlniho vépnikového uniporteru (MCU) a patrné i dal§imi mechanismy.
Prodlouzené otevieni mPTP ma zanasledek kolaps mitochondridlniho membranového
potencidlu. Béhem ischemie dochézi k jeho prohloubené depolarizaci, s nastupem reperfiize
k rychlé repolarizaci. Ke konci reperfuze je vSsak membranovy potencial znovu depolarizovany,
a to silné pod uroven ptuvodniho klidového potencialu a dokonce i pod urovenn depolarizace
behem piedchazejici ischemie (Seidlmayer et al. 2015; Briston et al. 2017). Otevirani mPTP
ma dale za nasledek ubytek nikotinamidadenindinukleotidu (NAD™), mitochondrialni swelling
(Di Lisa et al. 2001), a nasledné uvolnovani proapoptotickych proteint, jako je cytochrom c,
do cytoplasmy (Ichimura et al. 2011).

Obr. 1: Pribéh sodno-vapenatého pretizeni. A) Behem

ischemie dochazi diky nizkému intracelularnimu pH
A . ke zvysenému vytoku protonit z buiiky a vtoku sodnych
iontit do buitky pomoci Na*-H" vyméniku (NHE).
Sodné ionty  tak nemohou byt navraceny zpét
do extracelularniho prostoru s pomoci sodno-draselné
pumpy, ktera snizuje svoji  aktivitu  vzhledem
ke snizenéemu ATP/ADP poméru. Sodné ionty jsou
transportovany pomoci Na*-Ca** vyméniku (NCX) ven
z bunky a vdpenaté ionty se pak hromadi v cytosolu
bunky. B) Béhem reperfize, dochazi k odplaveni
extracelularnich proton, a tedy zvySeni
extracelularniho pH. Funkce NHE je timto znovu
posilena, prohlubuje se sodné pretizeni, a NHE
transportuje z bunky protony a do bunky sodné ionty.
Sodné ionty jsou odstraiiovany se silnym prispénim

; reverzniho NCX. Jelikoz béhem reperfuze jiz dochazi
-~ - Nolonic movement  ——» lonic movement = Rapid lonc movement ke zvysené tvorbe ATP formou aerobni oxidativni
fosforylace, obnovuje se funkce sodno-draselné pumpy,
ktera tak miize postupné navratit klidovy membranovy
potencial buriky (prevzato z White et al. 2017).

Pfechodné kratké otevirani mPTP béhem ischemické prekondice a nizkd tvorba
reaktivnich forem kysliku (ROS) mohou ale napomahat udrzovani vapnikové homeostazy
a vykazovat tak naopak kardioprotektivni G¢inky (Hausenloy et al. 2004b). O tomto efektu

budeme dale hovotit v kapitole 2.2. Kardioprotekce.



2.1.1. Oxidativni stres v ischemii a reperfuzi
V ischemii se ve tkani pfitomné ATP rozkladéd az na adenosinmonofostat (AMP), ktery slouzi

jako signalni molekula. Pokud nedostatek kysliku trva, tak je AMP déle pfeménovano postupné
pfes adenosin a inosin na hypoxantin (BERNE 1963; Schrader a Gerlach 1976). Obnoveni
piistupu kysliku, tedy reoxygenace nebo reperfuze, s sebou vSak piinasi problémy v podobé¢
na kysliku zéavislé xantin oxidazy. Ta se ve tkanich za normoxickych podminek nachazi
v mnohem mens§im mnoZstvi neZ na NAD" zavisla xantin dehydrogenéaza. V potkanim srdci byl
naméfen pomér xantin oxiddza / xantin dehydrogendza jako 20/80. Ischemie a nasledna
reperfuze mély za nasledek pfeménu mensi ¢asti pfitomné xantin dehydrogendzy na xantin
oxidazu s pomoci xantin konvertujiciho enzymu (Bindoli et al. 1988). Xantin oxiddza miize
diky pfitomnému kysliku v reperfiizi opét katalyzovat preménu hypoxantinu, ktery vznikl
béhem ischemie, na xantin, a xantinu na kyselinu mocovou za soucasné produkce ROS.
70-95 % takto vzniklych ROS ¢ini peroxid vodiku (H20z), mensi podil pak tvoti superoxid
(0O27). (Kelley et al. 2010). Za I/R posSkozeni se totiz vétSina vzniklého O>" tvofti jiz béhem
ischemie, naopak vétSina H>O, béhem reperfize. Tvorba O™ b&hem ischemie je stimulovana
vstupem vapenatych iontti pies MCU do mitochondrie (Seidlmayer et al. 2015).

Oxypurinol, blokator xantin oxiddzy, velmi vyznamné snizuje tvorbu ROS
v reperfizovaném srdci (Thompson-Gorman a Zweier 1990). Podéni superoxiddismutazy
(SOD), tedy enzymu, ktery katalyzuje pteménu O>" na H>O», mélo pak za nasledek sniZeni
sttevni kapilarni permeability zplsobené lokéalni ischemii (Granger et al. 1981) nebo
intraarterialni infuzi xantin oxidazy (Parks et al. 1984). Katalaza (CAT), enzym, ktery
katalyzuje pfeménu H>O:na vodu a kyslik, zase vyznamné sniZovala spotiebu kysliku
bovinnich arterialnich endotelidlnich bunék zptisobenou pfidanim xantinu. Samotna SOD
na spotiebu kysliku takovy efekt neméla, pokud se ale pfidala spolecné s CAT, byla pozorovana
jesté nizsi, xantinem vyvoland, spotfeba kysliku neZ po pfidani CAT samotné (Kelley et al.

2010).

2.2. Kardioprotekce

Celosvétove zemielo vroce 2019 na komplikace spojené s kardiovaskuldrnimi potizemi
17,9 milioni lidi. Kardiovaskularni choroby se tim padem drZi na nechvalném prvnim misté
zebticku smrticich chorob. V 85 % z téchto ptipadi je pak umrti zptisobeno srde¢nim infarktem
nebo mozkovou mrtvici, tedy v disledku nedostate¢ného ptistupu kysliku k dané tkéani

(WHO, 2021).



Z tohoto diivodu je dilezity vyvoj 1€ka, zkoumani ischemickych a reperfiznich procest
a rozvijeni uc¢innych kardioprotektivnich modelii. O nékolika takovych modelech se zminime

v nasledujici kapitole.
2.2.1. Modely kardioprotekce

2.2.1.1 Ischemicky preconditioning

Vroce 1986 popsal Murry ve svych dvou pracich novou techniku ochrany srdce proti
I/R poskozeni, zvanou ischemicky preconditioning (IP). Jednalo se o sérii kratkych period
ischemie, které¢ mely kupodivu protektivni efekt. Naproti tomu nepierusovana 40 minut trvajici
okluze koronarni arterie u psa zpusobila 87% depleci ATP a 67% depleci adeninového
nukleotidového poolu. Kratkd 10 minut dlouha okluze vSak zptsobila jen 61% depleci ATP
a41% depleci adeninového nukleotidového poolu. Pokud se navodily dokonce ctyii takové
10-minutové okluze (s 20-minutovou reperfuzi po kazdé okluzi), nebyla pozorovana
vyznamnéjsi celkova deplece nez po prvni kratké okluzi. Béhem 20-minutové reperfize totiz
doslo k ¢astenému obnoveni ATP i adeninového nukleotidového poolu, a kazda nésledujici
okluze zpiisobila nizsi ubytek ATP a adeninového nukleotidového poolu nez prvni. Tento IP
sestavajici ze ¢tyt 10-minutovych ischemii také vyznamné snizil velikost infarktu a tkdfiovou
nekrézu (Reimer et al. 1986). Ctyfi kratké 5 minut dlouhé okluze koronarni arterie
(s 5-minutovou reperfuzi po kazdé okluzi) vykazovaly téZ silny kardioprotektivni ucinek.
Dtlezitym zjiSténim je také to, Ze pokud byla po posledni kratké reperfuzi vyvolana
nepierusena 40 minut dlouha okluze (nasledovana reperfuzi), velikost infarktu byla oproti
skuping, ktera ischemickou prekondici neprosla, o 75 % nizsi. Pokud vSak misto 40 minut
trvala nepferuSovana okluze 180 minut, prekondice jiZ nevykazovala poZadovany efekt (Murry
et al. 1986).

IP zpisobuje jiz zminéné nizko-vodivostni otevieni mPTP, to vede k Uniku
nahromadénych vapenatych iontd z mitochondrie do cytosolu. Ochranna funkce prekondice
miZze byt zruSena inhibici pravé tohoto poru a také vychytavanim ROS. Otevieni mPTP je tedy
stejné tak jako tvorba ROS pro IP nezbytné (Hausenloy et al. 2004b). IP zaroven chrani srdce
pies fosforylaci kindz cytoprotektivni drahy RISK (z anglického reperfusion injury salvage
kinase). Jedna se osignalni drdhy PI3K-Akt-mTOR a Ras-Raf-MEK1/2-ERK1/2.
V prvni zminéné dréze zprostiedkovava fosfatidylinsositol-3-kindza (PI3K) fosforylaci
proteinkindzy B (PKB nebo také Akt), ta zase nasledné fosforyluje savéi serin/threoninovou

kinazu mTOR. Ve druhé zminéné draze aktivovand Ras GTPaza aktivuje Raf kinazu, kterad



fosforyluje mitogenem aktivovanou proteinkindzu kinazu (MEKI1/2), ta zase fosforyluje
extracelularnim signalem regulovanou kindzu (ERK1/2 nebo také MAPK). Ob¢ tyto drahy se
vzajemn¢ funk¢né ovliviiuji, inhibice jedné drahy totiz posiluje drahu druhou (Hausenloy et al.
2004a). IP vykazuje bifazickou fosforylaci Akt i ERK1/2. To znamena, ze k jejich prvni
fosforylaci dojde jiz béhem prekondice, ke druhé pak béhem reperfuze (Hausenloy et al. 2005).

I[P mize byt navozovan také stimulaci mitochondridlniho ATP senzitivniho
draslikového kanalu (mitoKatp), a to jak akutni, tak pozdni prekondice. Pozdni prekondice bylo
dosazeno pomoci diazoxidu podaného 24 hodin pied ischemii a reperfuzi. Diazoxid specificky
otevird mitoKarp kanal. Protektivni efekt se zd4 zavisly na signalizaéni draze proteinkinazy C
(PKC) (Takashi et al. 1999). Odlisné izoenzymy PKC maji odlisnou funkci (Obr. 2) (Singh et
al. 2017). MitoKatp kanal zmiriiuje hromadéni vapniku v mitochondridlni matrix a depolarizuje

mitochondridlni membranovy potencial (Murata et al. 2001).
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Obr. 2: Role izoenzymii
proteinkindazy C (PKC) v ische-
I mické srdecni chorobé. a) Behem
i ischemického preconditioningu
! predchazejiciho prodlouzenou
: ischemii a reperfuzi dochazi
ﬁw k aktivaci PKC-¢, kterd se translo-
> Vieb kuje do mitochondrie, a tim
% T zabranuje jejimu poskozeni, zvysuje
mnozstvi ATP v buiice a dadle pak
aktivitu proteazomu, naopak snizuje
mnozstvi  ROS a  reaktivniho
Protected mitochondria aldehydu pres aktivaci aldehyd

dehydrogenazy 2 (ALDH?2).
b) Prodlouzend ischemie a reper-
R fuze aktivuje ve vétsim mnozstvi
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" § § N ecive presessome chondrialni dysfunkci, zvySenému
g - LS, )= ¥ / ﬁ@&’ mnozstvi ROS a zvySené tvorbé
7 S " - —» Apoptosis reaktivnich aldehydii, snizenému
i [ mnozstvi ATP a aktivity proteazomu
-Q" - N Y a nasledné tedy k apoptoze
pceumulaton ot a nekroze (prevzato z Singh et al.

2017).

Active proteasome

=

@ioi®

Degradation of protein
aggregates

C = cytochrome ¢

(b)
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Preconditioning muze byt paradoxné vyvolan 1 podanim perfuzatu s vysokou
koncentraci vapenatych iontl. Takovato kratka 5-minutova perftize je vysttidana 10-minutovou
perfuzi béZznym perfuzatem. Teprve potom miiZze byt navozena ischemie nasledovana reperfuzi.

Takova prekondice méla za nasledek zachovani bunécné struktury, snizeni mnozstvi laktat



dehydrogenazy a vzestup ATP. Vapenaté ionty zde totiz funguji jako spousté¢ PKC (Miyawaki
a Ashraf 1997).

2.2.1.2. Postconditioning
Postconditioning je kardioprotektivni model postaveny na kratkych cyklech reperfuze
a reokluze, které¢ se provadéji az béhem casné reperfuze. Prodluzuji tak bunécnou acidozu
a zabranuji tim padem rozvoji dfive zminéného pH paradoxu. Acidéza inhibuje produkci ROS
a spousti signalizaci ptes RISK drahu: PI3k-Akt-eNOS. Dochazi tak k aktivaci eNOS a tim
padem k uvolilovani vazodilatatoru oxidu dusnatého (NO) (Qiao et al. 2013). Ischemicky
postconditioning dokazal z dlouhodobého hlediska vyrazné zlepsit kontraktilni funkci levé
komory u pacientt, kteti utrpéli infarkt myokardu (Zhao et al. 2012), stejné tak snizit velikost
infarktu u pacientt s rozsédhlou oblasti zasazenou ischemii (Sorensson et al. 2010).

Podobné vysledky jako mechanicky postconditioning muize mit 1 postconditioning
farmakologicky. Pozadovaného snizeni pH by tak mohlo byt dosaZeno i podanim kyselé latky,

napfiklad kyseliny mlécné (Qiao et al. 2013; Zhang et al. 2015).

2.2.1.3. Hypoxie
Jako dalsi kardioprotektivni model si mizeme zminit adaptaci na hypoxii, tedy adaptaci
na nedostatek kysliku. Tento model je jiz vice neZ 40 let studovan v kontextu zvySené odolnosti
levého srdce k ischemii soucasné s jejim adverzivnim vlivem na pravou komoru vyvolanym
plicni hypertenzi.

Chronickd intermitentni hypobarickd hypoxie Usp&$né sniZovala velikost infarktu
a zlepSovala kontraktilni funkce. Podstatou bylo sniZzeni bunécného pietiZzeni vapenatymi ionty
a zvySeni viability kardiomyocyti (Kolaf a Ost’adal 2004). Protektivniho efektu bylo také
dosazeno diky podpofe metabolismu glukézy, tedy up regulaci glukézového transportéru
typu 4, fosforylované AMP-aktivované protein kindzy, ,peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivatorl-alpha*, a down regulaci srde¢ni pyruvatdehydrogenazy lipoamid
kinazy izoenzymu 4 (Li et al. 2016; Gu et al. 2018).

Chronickd kontinudlni normobarickd hypoxie taktéZz viditelné¢ sniZovala velikost
infarktu. DileZitou roli i zde hraje PKC a mitoKarp, jak bylo také ukazéano, tak sarkolemalni
Katp nemél zadny vliv. Pfed ischemii i béhem reperfize bylo dile naméfeno zvyseni obsahu
dusitantl a dusi¢nant v séru a v srde¢ni tkani (Tsibulnikov et al. 2018). Béhem ischemie se
signifikantné zvySovala hladina fosforylované PKB/Akt. Po ischemii bylo zase naméfeno
zvysSeni hladiny hexokinazy 1 a 2 a celkové hexokinazové aktivity. Béhem reperfuze byla

pozorovana vyssi kolokalizace hexokinazy 2 s mitochondrii nebo také potlaceni down regulace
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mitochondrialni kreatinkinazy (Kolar et al. 2017). Podpora funkce mitochondridlni
kreatinkindzy a izoforem hexokinazy zvysuje recyklaci ADP a tim stimuluje dychaci fetézec.
Muze tak redukovat tvorbu ROS a vznik oxidativniho stresu (Santiago et al. 2008; Waskova-
Arnostova et al. 2014). ZvySena aktivita hexokindz a asociace hexokinazy 2 s mitochondrii byla
pozorovana i pii aplikaci intermitentni hypobarické hypoxie 7000 m (Waskova-Arnostova et
al. 2015).

Intermitentni aklimace v rezimu normobarické hypoxie (23 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO»)
zrusila hypoxicky kardioprotektivni efekt. Dalsi dva hypoxické rezimy kardioprotektivni efekt
navodily, a to spolu se zménou transkripcni aktivity mnoha antioxidantti. Prvnim z téchto dvou
rezimii byla chronickd kontinualni normobaricka hypoxie (24 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO»).
Zaznamenana byla zvySend hladina mRNA transkriptu SOD1 i SOD2, peroxiredoxinl
(PRDX), a to PRDX2 a PRDXS, glutathionperoxiddzy 4 (GPX4), glutathionreduktazy,
hemoxygenazy 1 (HMOXT1), mitochondridlniho thioredoxinu 2 (TRX2) a thioredoxinredukta-
zy 2 (TXNRD2). Hladina mRNA transkriptu CAT byla naopak snizena. Druhym
kardioprotektivnim rezimem byla intermitentni normobarickd hypoxie (8 h/den, 3 tydny,
0,1 FiO2). NavySen byl mRNA transkript SOD2, PRDX2 a PRDX6, glutathionreduktazy,
akonitazy 1 (ACO1), TRX2 a TXNRD2. mRNA transkript CAT byl snizen podobné¢ jako
u predchoziho rezimu. U akonitazy 2 (ACO2) byl zvySen ve vSech tiech hypoxickych rezimech
(Kasparova et al. 2015).

2.2.1.4. Cviceni

Prokazatelné prospéSnou kardioprotektivni metodou je také fyzickd aktivita a cviceni.
Vytrvalostni cvi¢eni zvySuje hladinu antioxida¢nich enzymd, jakymi jsou SOD, CAT a GPX,
a to jak u subsarkolemalnich, tak u intermyofibridlnich mitochondrii, o kterych se jesté
zminime. Déle pak sniZzuje s pomoci ROS zplisobeny vylev cytochromu ¢ z intermyofibridlnich
mitochondrii, rychlost otevirani mPTP poru (Kavazis et al. 2008) a ochranuje mitochondrie
vystavené I/R pfed naruSenim jejich oxidativni fosforylace (Lee et al. 2012). Vytrvalostni
cviceni muze dale snizit I/R vyvolanou apoptdézu myocyta potkand, a to bez zavislosti na jejich
véku, zlepsit antioxidacni kapacitu srdce a zabrafovat aktivaci protedzy kalpainu (Quindry et
al. 2005). Fyzicky trénink mize sniZzovat i vyskyt srde¢nich arytmii (Hamilton et al. 2004)
a velikost infarktu (Carter a Amundsen 1977). Kombinované cvi€eni a adaptace na hypoxii
vede ke kardioprotekci. V nasledujicim experimentu snizeni velkosti infarktu pii cviceni
odpovidalo zhruba sniZeni po vystaveni chronické hypoxii (24 h/den, 3 tydny, 0,12 FiO»).

Kombinace obojiho vSak oproti o¢ekavani zddny navySeny efekt nevykazovala. Cviceni vSak



v myokardu snizilo hladinu faktoru nédorové nekrozy o (TNF-a) zvySeného chronickou
hypoxii, i jeho receptoru a interleukinu 6. Zaroven také ale snizovalo touto hypoxii zvySenou

hladinu CAT a mitochondrialni SOD2 (Alanova et al. 2017).

2.2.1.5. Chladova aklimace

Nejprve bychom se méli kratce zminit o termoregulaci, tedy o zdsadnim procesu, ktery v téle
probiha a zabezpecuje zde spravnou teplotu télniho jadra. T€lo reaguje jinym zpisobem na teplé
a jinym na chladné prostredi, a to at’ uz piimo vnitinimi termoregulacnimi procesy nebo
behavioralné€. Dulezity termoregulacni proces, ktery je spoustén v chladném prostiedi se nazyva
termogeneze, tedy tvorba tepla. MiZzeme si ji rozdé€lit na: termogenezi zplisobovanou svalovymi
stahy a na netfesovou termogenezi (NST). Za povSimnuti jist¢ stoji, ze jedinci s vySSim
ti s pfevahou svalovych vldken typu Ila (Blondin et al. 2017). NST se v poslednich letech
dostala do poptedi z4jmu, stejné jako hnéda tukova tkan (BAT), ktera je hlavnim mistem NST
u malych savcl a novorozenci. VEtSina zasob energie v BAT neni totiz pfeménovana na ATP,
jako je tomu béhem oxidativni fosforylace v mitochondriich u ostatnich bunék, ale diky
odptahujicim proteinim (UCP) je vznikajici protonovy gradient spotfebovan na teplo
(Hiroshima et al. 2018).

K NST nedochazi jen v BAT, ale také ve tkani svalové. Protein, ktery reguluje pumpu
SERCA a je nezbytny pro netfesovou svalovou termogenezi se nazyva sarkolipin. Delece genu
pro sarkolipin u mysi zvySuje expresi UCP1 v BAT, tim padem v ni zvySuje termogenezi
a méni se 1 samotna struktura BAT. To vSe se d¢je uz béhem velmi mirné chladové aklimace,
tedy 16 °C. Naopak delece genu pro UCP1 zvySuje ve svalech aktivitu sukcinat dehydrogenazy
a expresi sarkolipinu. NST ve svalech a v BAT se tak jevi byt propojend a dopliiujici jedna
druhou (Bal et al. 2017). Zda se dokonce pravdépodobné, Ze svalova NST nahrazuje tu v BAT
u vétsich saved, ktefi BAT postradaji (Nowack et al. 2019). Za povSimnuti stoji také to, ze mysi
s deleci genu pro sarkolipin mély problémy s udrzenim stalé teploty télniho jadra (Bal et al.
2017).

Chladova aklimace se ukazuje byt pro organismus velmi prospéSnou. Mnozstvi BAT
koreluje inverzné s indexem télesné hmotnosti (BMI), a to hlavné u starSich lidi (Cypess et al.
2009). Proto je chladova aklimace hojné studovana v kontextu 1éceni ¢i predchazeni obezity
a metabolickému syndromu. Jak se ale ukazuje, obézni jedinci maji obvykle mén¢ aktivni prave
BAT (Orava et al. 2013). Jednou z diilezitych Casto pokladanych otdzek je tedy ta, zda mize

aklimace na chlad vylepsit funkci BAT a NST u téchto lidi. Krysy aklimované nepierusované
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po dobu 4 tydnt pii teploté 4 °C prokéazaly dvojnasobné zvysSeni hmotnosti BAT, 40% nartist
hmotnosti nadledvin a v priiméru 18% narast hmotnosti levé srdecni komory, hmotnost pravé
srdeCni komory se signifikantné nezménila. Dale pak byla zaznamenana vysokd hladina
hormonu trijodthyroninu v séru, zvyseny systolicky tlak a mensi velikost infarktu. Subjekty
adaptované 8 h/den po dobu 4 tydnii pti teploté 4 °C zvySily také hmotnost BAT, a to o 50 %,
nevykazovaly vSak Zadnou z dalSich pravé zminénych zmén, zato ale viditelné zvySeni hladiny
hormonu tyroxinu (Tsibulnikov et al. 2019). Pti aklimaci dochadzi v BAT ke zvySené glykolyze
a B-oxidaci mastnych kyselin a tim padem k podpoie metabolismu a aktivaci termogeneze. Tim
dochézi k usnadnéni tvorby tepla s ptispénim UCP1, jehoZz mRNA je po chladové aklimaci také
signifikantné zvySena (Hiroshima et al. 2018).

Chladova aklimace u clovéka snizila chladem indukovany svalovy ties a zabranila
Skodlivému unikéni (leak) protont ve svalu, ke kterému by dochazelo po nahlém vystaveni
chladu. Déle byl pozorovan zvyseny objem metabolicky aktivni BAT a kapacity BAT (Blondin
et al. 2017; Gordon et al. 2019). Zda se tedy, ze chladova aklimace u ¢lovéka zvySuje NST
a viditeln¢ posiluje metabolickou aktivitu jiz existujici BAT. Hnédnuti bilé tukové tkan¢ u lidi
nebylo ale pozorovéno (Van Der Lans et al. 2013).

Lokalni chladové aklimace bylo dosazeno naptiklad opakovanym ponofovanim nohou
po kolena do studené vody (12 °C, 30 minut, 5 dni v tydnu, po 4 tydny). Takova aklimace
zamezila ndhlému zvySeni srde¢niho rytmu a systolického tlaku, ke kterému dochazelo
u kontrolnich jedincl po jednordzovém ponofeni nohou do 12 °C vody. Zaroven byla diky
aklimaci zpozorovana mén¢ vyrazna reakce okamzitého sniZeni teploty kiiZe, a tedy i zmirnéna
vazokonstrikce. To vSe nasvédCovalo Gtlumu ténu sympatiku. Takto aklimatizovani jedinci
v8ak po ponofeni do studené vody az po hlavu nevykazovali zmény v produkci tepla ani zmény
v prahové teploté pro termogenezi (Jansky et al. 2006).

Velice zasadni vyzkumy benefitl chladové aklimace byly provadény na otuzilcich.
Timaji niz§i prahovou teplotu pro spusténi termogeneze, coz je dano piizpisobenim
kontrolnich termoregulacnich center (Vybiral et al. 2000), a maji také vysokou kapacitu
pro NST (Jansky et al. 2008). Kontrolni netrénovani jedinci méli po ponoteni do 14 °C vody
snizenou rektalni teplotu, zvySenou rychlost srde¢niho rytmu a hodnoty krevniho tlaku,
pfedevS§im ale zesileny metabolicky obrat a vysoce zvySenou plasmatickou koncentraci
noradrenalinu a dopaminu (Sramek et al. 2000). Beta adrenergni receptory se podileji na zhruba
80 % celkové termogeneze béhem okamzité odpoveédi na ndhlé ochlazovani. Po piiblizné
30 minutach ochlazovani ale pokryvaji uz jen piiblizn& 20 % termogeneze (Sime¢kova et al.

2000). Kontrolni netrénovani jedinci se zaroven zacali tfast okamzit¢ po ponoieni do 13 °C

11



vody a cely proces béhem prvnich 10 minut doprovazel viditelny vzestup metabolického obratu.
Otuzilci se naproti tomu zacinali tfdst az pfiblizné po 40 minutich od zacatku chladové
expozice, jejich metabolicky obrat vzristal taktéz pomaleji a pozorovéana byla také bradykardie
a snizeny objem krevni plazmy. To nasvédCovalo zastoupeni NST v jejich termogenni odpovéedi
(Vybiral et al. 2000).

Jak bylo ukazano v nasi laboratofi, postupnd mirna chladova aklimace (8 °C, 8 h/den,
1 tyden, nasledovana 8 °C, 24 h/den, 4 tydny) potkanich samcii vedla ke zvySeni rezistence
myokardu k I/R poSkozeni, a tedy k viditelnym Kkardioprotektivnim ucinkiim, a to
1 po zotavovani, tedy po dvoutydenni regresi ve 24 °C. Proces nebyl provazeny ani hypertenzi
ani hypertrofii. Kardioprotekce zvySovala mitochondridlni odolnost k pfetizeni vapenatymi
ionty a zaroven neovliviiovala signalizaci adenylyl cyklazy zprostiedkovanou B-adrenergnimi
receptory (Tibenska et al. 2020). Po néavratu do kontrolnich podminek (regrese) (24 °C,
2 tydny), ktery nasledoval po 5 tydnech v 8 °C, byly prokazany ptetrvavajici kardioprotektivni
ucinky. Pomoci specifického inhibitoru f2-adrenergnich receptorti byla prokazana zéavislost
kardioprotektivniho mechanismu na této signalni draze. Soucasn¢ s tim byla zvySena exprese
inhibi¢nich G-proteini a zvySena aktivace PKB/Akt na urovni fosforylace. Glykogen syntaza
kindza-3p, inhibitor apoptozy, se béhem chladové aklimace translokoval ze Z-diskli do H-zony,
pii fazi zotavovani se vratil na své ptivodni misto (Tibenska et al. 2021). Na modelu tfidenni
a desetidenni aklimace (8 = 1 °C, 24 h/den) byla v nasi laboratoti ddle zaznamenana odolnost
srdce k ischemii (Marvanova, nepublikovdno). Z toho diivodu jsme se rozhodli zjistit, zda je
tento protektivni efekt mirného chladu spojen se zménou kapacity antioxida¢niho systému.

O antioxida¢nim systému a antioxidantech bude pojednavat nasledujici kapitola.

2.3. Antioxidacni systém
K tvorbé ROS dochdzi bézné€ a v malé mife dokonce neustéle, proto je také tak dulezitd spravna

funkce bunééného antioxida¢niho systémii.

ROS délime dle pivodu na radikalové a neradikédlové. Radikalové ROS, jinak také
zvané volné kyslikové radikéaly, maji v jednom nebo vice svych orbitalech neparovy elektron
a ochotné tak reaguji s dalSimi molekulami. Pfikladem takovych radikald jsou naptiklad O™,
hydroxylovy radikdl ("OH) nebo peroxyl. Mezi neradikalové ROS se fadi H202, ozon nebo
naptiklad kyselina chlornd. ROS se mohou rozpadat, reagovat s jinymi molekulami nebo
dokonce jeden s druhym a vytvaret tak dal$i reaktivni molekuly. Nejzavaznéjsi je aktivace

Fentonovy reakce, kterd je nebezpecna hlavné kvili vzniku vysoce reaktivniho "OH. ROS
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vznikaji v bufice téZ enzymatickou aktivitou, zndmymi prooxidaty jsou napt. peroxisomalni
oxidazy, NADPH oxid4za, monoaminooxidaza a xantinoxiddza. Dal§im mistem tvorby ROS
jsou komplexy dychaciho fetézce v mitochondrii, tam vznikaji hlavné diky uniku elektroni
z komplexu I a z komplexu III (Snezhkina et al. 2019).

V malém mnozstvi je tvorba ROS neskodnd a mize byt naopak dokonce prospésna.
Mal¢ koncentrace ROS mohou puisobit naptiklad jako druzi poslové (Linley et al. 2012) nebo
napomahat bunécné regeneraci (Kato et al. 2016). Mirnad tvorba ROS tedy neni na Skodu
a se Skodlivym mnozstvim si obvykle poradi antioxidacni systém, ten se neustale snazi nastolit
v téle potfebnou rovnovahu. Pokud ale tvorba ROS presdhne moznosti antioxidacniho systému,
dochazi k posunu pomysinych vah a k rozvoji oxidativniho stresu. Oxidativni stres pak ptisobi
neblaze na celou buniku, poskozuje jadernou i mitochondridlni DNA stejné tak i proteiny
a peroxiduje membréanové lipidy, dochézi tak k poSkozeni mitochondrii, ke starnuti a k smrti
bunky, a potazmo k poSkozeni celé tkané. Oxidativni stres je téZ velmi nebezpe¢nym faktorem
pro kardiovaskularni systém. Srde¢ni tkan spolu s celym kardiovaskularnim systémem je
na zasazeni oxidativnim stresem velmi citlivd. Tvorba ROS pftispivd ke vzniku srde¢nich
arytmii, snizeni funkce levé srde¢ni komory, srdecni hypertrofii, I/R poskozeni, srde¢nimu
selhdni, apoptoze a nekroze. A pravé proto, je tak dilezita jeho ochrana pfed oxidativnim
stresem (D’Oria et al. 2020).

Antioxidanty, které zasadné pfispivaji k ochrané bunék pfed oxidativnim stresem,
rozliSujeme na neenzymatické, napiiklad vitamin C, vitamin E nebo karotenoidy,
a enzymatické. Ty enzymatické, o kterych bude tato kapitola dale pojednévat, si zde mizeme
rozdélit do tii kategorii: antioxidanty odpoveédné za degradaci ROS, enzymy udrzujici v burice
redox homeostazu, a antioxidanty spojené s metabolismem Zeleza. V této kapitole se pokusim
shrnout zékladni poznatky o n¢kterych z mnoha antioxidantti, budu soustiedit svou pozornost
na disledek jejich nedostatku nebo nadbytku, a pokusim se také nalézt informace k jejich tloze

v ochrané nebo spravné funkci myokardu.

2.3.1. Antioxidanty odpovédné za degradaci ROS
Nasledujici antioxidanty jsou odpovédné za piimou degradaci ROS, tim zabratuji jejich

reakcim s dal$imi molekulami nebo také jejich vzdjemnym reakcim a ve vysledku pak zejména

vzniku vysoce nebezpe¢ného "OH.

2.3.1.1. Superoxiddismutaza
Prvnim enzymem, kterym se budeme zabyvat, je SOD. V kardiomyocytech jsou

exprimovany tfi jeji izoformy. SOD1 nebo také Cu/Zn SOD je intracelularni homodimerni
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metaloenzym zavisly na iontech médi a zinku. Je lokalizovana pfevazné v cytosolu, ale nachazi
se napiiklad i v mitochondriich a jeji ztrata tak mize zasadné poskodit bunééné mitochondrie,
narusit mitochondridlni transmembranovy potencial a snizit tak produkci ATP (Aquilano et al.
2006). SOD2 nebo také MnSOD je intracelularnim homotetramernim enzymem s iontem
manganu v aktivnim misté. Je povazovana predevsim za mitochondridlni izoformu, nachazi se
vSak naptiklad 1 v peroxisomech. Tteti izoformou je SOD3 nebo také EC-SOD, ktera je
lokalizovéana v extracelularnim prostoru a je zavisla, stejné jako SOD1, na iontech médi a zinku.
Déle se vSak budeme zminovat jen o prvnich dvou izoforméach. Mechanismus jejich aktivity je
dlouhodobé znam. VSechny izofomy katalyzuji stejnou reakci, dismutaci O2" na kyslik a H>O»,
kterd je vyjadiena nasledujici obecnou rovnici: 02 + O + 2H" — O, + H20, Béhem této
reakce samotné SOD podstupuji tzv. ,,ping-pong™ efekt, to znamena, ze se jejich centra
obsahujici ionty Zeleza nejprve redukuji a nasledné se oxiduji (Abreu a Cabelli 2010).

SOD1 je tvofena dvéma stejnymi podjednotkami, obé maji jako zdklad B-barel. Kazda
z téchto podjednotek obsahuje vazebné misto, na které se vaze jeden ion médi a jeden ion zinku.
Oba kovové ionty jsou spojeny pies histidin 61. Ion médi je tim redox aktivnim kovem, ktery
behem katalytické reakce méni sviij oxida¢ni stav. Zine¢naté ionty naproti tomu oxidacni stav
neméni, ale zase udrZuji stabilitu celého enzymu a jeho nezavislost na pH (Abreu a Cabelli
2010), stejné tak jako jeho termostabilitu (Potter et al. 2007). lonty médi jsou pro funkci SOD1
kriticky dtlezité a nenahraditelné. Nedostatek médi v ptijimané potravé se projevuje snizenim
aktivity SODI, a to jak v jatrech, tak v krevnich erytrocytech potkanti. O néco pozvolné&jsi
pokles v aktivit¢ SODI byl na zdkladé¢ pfijimané stravy zaznamenan v mozkové tkani.
V zévislosti na chybé&jici médi v potravé klesala také t€lesnd hmotnost zvifat. Zvifata s jejim
silnym nedostatkem taktéz vice umirala, a to pravdépodobné kvili 1ézi levé srde¢ni komory
(Bertinato et al. 2003). Pozorovany byly i projevy znakil anémie, a jaterni pokles koncentrace
médi kompenzovany narGstem koncentrace Zeleza. S nedostatkem iontlh médi stoupd také
exprese chaperonu médi pro SOD1 (CCS), ktery zprostiedkovava jeji inzerci do SOD1 (West
a Prohaska 2004).

U zdravych mysich jedincti se SOD1 véaze na GTPazu Racl, vazba a disociace SODI
zavisi na lokalnim redoxnim stavu. To znamena, Ze v redukujicim prostfedi se SOD1 na Racl
navaze, stabilizuje Racl a zabraniuje tak hydrolyze GTP. Racl aktivuje navazanou NADPH
oxidazu 2 (NOX2), ktera piispiva k produkci O2"". Ten je rovnou pomoci SOD1 dismutovan
na H>O»,. ZvySena koncentrace H>O» navozuje oxidujici podminky, které¢ vedou k odvéazani
SOD1 od Racl, hydrolyze GTP na GDP a P; a inaktivaci komplexu NOX2. Cely cyklus se mtize

znovu a znovu opakovat. V tomto procesu je dolozena schopnost SOD1 regulovat aktivaci
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a aktivitu komplexu Racl/NOX2. Pokud je vsak SODI mutovana, jako tomu byva
u amyotrofické laterdlni skler6zy (ALS), nedokaze se SODI od Racl odvazat. Komplex
Racl/NOX2 tak zustava stale aktivovany a dochazi k neustalé nadmérné produkci O>™
v mozku, miSe a z €asti i v jatrech (Harraz et al. 2008).

SniZeni exprese SOD1 bylo pozorovano u ApoE-deficientnich mysi, to znamena u mysi
bez apolipoproteinu E, které jsou nachylné k akumulaci plaku v cévach a aterosklerdze (Husain
et al. 2010). Heterozygotni mysi s knock-outem genu pro syntazu kyseliny lipoové zkiizené
s ApoeE-deficientnimi jedinci  vykazovaly  snizeni vexpresi genu pro SODI,
nejsignifikantnéjsi u samct (Yi et al. 2010).

Overexprese lidské SOD1 v my$im srdci snizuje nasledky I/R poskozeni, jakymi jsou
napiiklad produkce O>" a TNF-a, prozanétliva odpovéd’ a apoptdza kardiomyocytii. Stejné tak
pusobi 1 proti I/R poSkozeni koronarnich tepen transplantovaného srdce, tedy tzv. koronarni
nemoci $tépu, ke které asto dochazi po jednom roce od transplantace. SOD1 snizuje poskozeni
tohoto srde¢niho stépu (Tanaka et al. 2004). Chronicka kontinudlni normobarickd hypoxie
(24 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO) zvysila v srdci potkana mRNA transkript SOD1 (Kasparova et al.
2015).

SOD?2 je, jak jsme jiz zminili, intraceluldrnim homotetramernim enzymem. Dva jeji
monomery tvofi funkéni dimer. Kazdy z monomera se sklada z nékolika a-helikalnich domén
na N-konci, dale pak z o/f domén s centralnim B-listem a nakonec dal§imi a-helikélnimi
doménami na C-konci. Dva dimery spolu tvofi tésny tetramer (Kang et al. 2011). Pro svou
aktivaci vyzaduje SOD2 mitochondrialni lokalizaci, v mitochondrii totiz dochazi k jeji metylaci
manganem. Aby mohla byt SOD2 aktivovana 1 v cytosolu, bylo by tfeba dodat vysoké az
toxické mnozstvi manganu (Luk et al. 2005). SOD2 katalyzuje dvé ireverzibilni reakce
oxida¢né-redukeniho cyklu (Perry et al. 2009), které byly shrnuté v jedné vyse zminéné obecné
rovnici.

Mn**(OH)SOD + O, + H" — Mn?"(H20)SOD + O

Mn?**(H,0)SOD + O, + H" — Mn**(OH")SOD + H,0;

SOD2 se dale v nukleoidech vaze s pomoci iontovych sil pfimo na mitochondridlni
DNA a zajiSt'uje tak jeji antioxidacni ochranu pted poskozenim O>" (Kienhofer et al. 2009).

Mysi s deleci SOD2 zemfely 8-10 dni po narozeni a vykazovaly silnou retardaci riistu.
Heterozygotni jedinci projevovali v srdci aktivitu SOD2 sniZenou na polovinu oproti zdravym
jedincim, kupodivu podobné snizeni aktivity bylo zaznamenano i v SOD1. Dale pak byla
u vétSiny téchto jedinci pozorovana lipidovd peroxidace zpusobend ROS, formace

nitrotyrosinu, akumulace lipidovych kapek, tvorba mitochondrialnich klastri, mitochondrialni
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swelling a ztrata krist, praskdni mitochondridlni membrany, aktivace apoptotickych signalnich
drah a zfetelné poskozeni myokardu (Strassburger et al. 2005).

SOD2 kooperuje s TNF-a, ktery stimuluje u makrofagti tvorbu ‘OH a O;"". Vzniklé O™
jsou pak zodpovédné za TNF-a indukovanou aktivaci nuklearniho faktoru kappa B (NF-«xB)
(Suwei et al. 1999). Bunky se potiebuji nadprodukovaného O," zbavit, tak mozna neni
nadhodou, ze TNF-a indukuje expresi genu pro SOD2 (Liu et al. 2000). Toxicita TNF-a se
projevuje az v ptritomnosti apoptdzu indukujiciho cykloheximidu. Bunécné linie s nadmérnou
expresi SOD2 vykazuji zvySenou rezistenci vici této toxicité (Wong et al. 1989).

V srde¢nich mitochondriich je SOD2 aktivnéj$i neZ v mitochondriich jaternich, to kvili
vysoce aerobnimu metabolismu v srdci. Aktivita SOD2 v mitochondriich obou tkani se
v nasledujicim experimentu snizovala béhem hypoxie. Soucasné dodani vapenatych
a hotecnatych iontl vyvolalo zvySeni aktivity SOD2 o 66 % v jaternich mitochondriich
za normoxickych podminek a o 43 % za hypoxickych podminek, naproti tomu stejna
koncentrace ptidanych iontd zvysila v srde¢nich mitochondriich za normoxie aktivitu o 22 %,
za hypoxie o0 23 % (Pérez-Vazquez et al. 2002).

Jednim z projevi starnuti je mitochondridlni dysfunkce, ke které dochdzi z diivodu
nahromadéni ROS a oxidativniho poSkozeni. Jak jsme se jiZ zminili, v srdci nachazime dva
typy mitochondrii: subsarkolemalni a interfibrilarni. U interfibrilarnich mitochondrii s vékem
vyrazng stoupd hladina oxidativniho stresu, u mitochondrii subsarkolemalnich k tak vyraznému
vzestupu nedochazi. U obou téchto mitochondridlnich populaci byl zjistén na v€ku zavisly
signifikantni narast aktivity SOD2 (Judge et al. 2005). V sluchovém kortexu potkana bylo
ukazéano, Ze se SOD2 vaze spolecné se sirtuinem 3, ktery ji deacetyluje a tim zvySuje jeji
aktivitu. S pfibyvajicim vékem zde ale SOD2 1 sirtuinu 3 ubyva. Pfitomna SOD2 je
acetylovana, jeji aktivita snizena a dochdzi k hromadéni ROS a oxidativniho stresu. Nasledkem
toho dochézi k s vékem spojené dysfunkci centralniho sluchového systému (Zeng et al. 2014).

ApoE-deficientni mySi nachylné k aterosklerdze vykazovaly zvySeni exprese SOD2
(Husain et al. 2010). Mysi s heterozygotnim knock-outem genu pro syntazu kyseliny lipoové
zktizené s ApoE-deficientnimi jedinci naopak jeji snizeni, nejmarkantnéj$i znovu u samct (Yi
et al. 2010). Fyzické cviceni indukovalo vzestup aktivity SOD2, i kdyZ nemélo kupodivu vliv
na SODI, achranilo tak proti I/R poskozeni (Yamashita et al. 1999) a srde¢nim arytmiim
(Hamilton et al. 2004). Mysi s deleci SOD2 v srdci se doZily maximalné ¢tyf mésicli Zivota
a zemiely na dilatatni kardiomyopatii a srde¢ni selhani. Pozorovdno bylo také naruSeni
mitochondridlni architektury, snizeni aktivity komplexu I a komplexu V dychaciho fetézce,

zvyseni tvorby ROS a peroxidace lipidt (Sharma et al. 2020). Rezim kontinudlni normobarické
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hypoxie (24 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO) i intermitentni normobarické hypoxie (8 h/den, 3 tydny,
0,1 FiO2) navySoval v srdci potkana hladinu mRNA transkriptu SOD2 (Kasparova et al. 2015).

2.3.1.2. Katalaza
CAT je tetramerickym enzymem, ktery katalyzuje pfeménu H>O; nakyslik a vodu:

2H>0; — O + 2H>0 a zamezuje tak preméné H>O> na nebezpecné "OH, ke které dochazi
Fentonovou reakci (viz Kapitola 2.3.3. Antioxidanty spojené s metabolismem zeleza). Sklada
se ze Ctyt stejnych proteinovych podjednotek, kazda podjednotka obsahuje hemovou skupinu
s centralnim zelezem a molekulu nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH). Nachazime
ji hlavné v bunéénych peroxisomech a ve vysokém mnoZstvi také v erytrocytech (Safo et al.
2001). Faktor peroxisomdlni biogeneze 5 smétuje nové vzniklé proteiny do peroxisomu. Muize
se také vazat na monomerni CAT a zabranit tak jeji tetramerizaci (Freitas et al. 2011).
V ptipadé, Ze tento zminény faktor rozpozna nastup oxidativniho stresu, zabrani importu CAT
do peroxisomu. CAT tedy zistane v cytosolu, kde uspésné chrani proti poSkozeni zptisobenému
vysokou hladinou H20O:. Cytosolickd CAT totiz dokédze buiiky branit proti H2O2 1épe nez CAT
v peroxisomech (Walton et al. 2017).

Mysi s chybéjici CAT v nasledujicim experimentu se podle vSeho vyvijely normalng,
byly schopny se rozmnoZovat, nevykazovaly vysSi citlivost k hyperoxii, pfestoze byl
zaznamenan pomalejSi rozklad extraceluldrniho H>O». Takovi jedinci vSak byli citlivéjsi
k arazem vzniklému poSkozeni kortexu, b&hem kterého u nich dochazelo k poklesu
mitochondridlni respirace. Nepfitomnost CAT neméla Z4dny vliv na aktivitu SOD1, SOD2
nebo GPX, o kter¢ se jesté zminime (Ho et al. 2004).

Doxorubicin je 1€k s chemoterapeutickymi ucinky, ktery byva podavan pacientim
s rakovinou. Jeho dlouhodobé uzivani m4 za nasledek rozvoj chronické kardiomyopatie. Test
provedeny na mySich prokédzal, Ze mnohonasobna nadprodukce CAT by mohla této
kardiomyopatii zabranit (Kang et al. 2002). Nadprodukce CAT méla také pozitivni vliv
na protekci proti poskozeni keratinocytli zptisobenému ultrafialovym zatenim typu B. Hladina
ROS se zvysSovala ve dvou fazich, thned po ozafeni a tfi hodiny po ozéafeni. CAT snizovala
jejich nartst ve druhé ze dvou fazi. Nizka teplota 4 °C sniZovala citlivost k zafeni a apoptozu
podobné jako nadprodukce CAT. Kombinace obojiho protektivni efekt jesté posilila (Rezvani
et al. 2006).

Transgenni mysSi s aktivitou CAT v srdei 60x zvySenou vykazovaly odolnost k I/R
poskozeni. To znamena, Ze se jejich srdce Iépe zotavovala, byla Iépe obnovena kontraktilni sila

srdce a viditelné redukovana velikost infarktu (Li et al. 1997). Jina prace ukazala,
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ze trojnasobné zvyseni aktivity CAT v srdci sice nechranilo pfed infarktem v jeho akutni fazi,
signifikantn¢ ale snizovalo hladinu H>O: a redukovalo fibrotizaci srdec¢ni tkan€ béhem
chronick¢ faze srde¢niho infarktu. Zarovein také meénilo zastoupeni kolagenu 1A
na kontraktilni izoformu 3A (Pendergrass et al. 2011). Rezim kontinudlni normobarické
hypoxie (24 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO») i intermitentni normobarické hypoxie (8 h/den, 3 tydny,
0,1 FiO») vsak snizoval hladinu mRNA transkriptu CAT v srdci potkana (Kasparova et al.
2015).

2.3.1.3. Glutathionperoxidaza
Dalsi rodinou antioxida¢nich proteint je rodina GPX. Déle se budeme zminovat o GPX4, jinak

také zvané fosfolipidova hydroperoxidaza, ktera katalyzuje pteménu hydroperoxidi v reakei:
2glutathion + lipid—hydroperoxid — glutathion disulfid + lipid—alkohol + H2O

Cytosolickd lidskda GPX4 je monomernim proteinem, ktery se sklada z a-helixt
a B-vlaken, které¢ formuji B-sklddany list a obsahuje ve svém aktivnim misté selenocystein.
Od ostatnich GPX se lisi naptiklad tim, ze nemd na povrch exponovanou smycku. Prave diky
této absenci je ale pravdépodobné schopna tak dobife vazat lipidové molekuly do svého
aktivniho mista (Imai et al. 1995; Scheerer et al. 2007).

Bylo zjisténo, Ze GPX4 téz ptispiva k regulaci ferroptdzy, programované bunécné smrti
zavislé na koncentraci Zeleznatych iontl, pfitomnosti lipid-hydroperoxidi a ROS
v intracelularnim prostedi. SniZend exprese genu pro GPX4 nebo inhibice aktivity GPX4 je
jednim z faktort, ktery mize vyvolavat spusténi ferroptdzy. Systémovy lupus erythematosus
je autoimunitnim onemocnénim, pii kterém se vlastni protilatky a interferon-o v séru vazou
na transkripcni represor, ktery potlacuje expresi genu pro GPX4, a vyvolavaji tak ferroptozu
neutrofildl (L1 et al. 2021). GPX4, ktera chrani proti ferroptéze bun€k zmirnovanim peroxidace
lipidd, je dalezita i pro pteziti pomocnych folikuldrnich T-lymfocyti. Pomocné T-lymfocyty
s chybé&jici GPX4 vykazuji totiz silnou ferroptéozu doprovdzenou lipidovou peroxidaci
a zmenSovanim mitochondrii. Podavani tablet bohatych na selen zvysilo expresi GPX4
v pomocnych T-lymfocytech. A jejich pravidelné uzivani po tficet dni pied trivalentni
chiipkovou vakcinaci dokonce zvysilo aktivitu pomocnych T-lymfocyti a podpofilo tak
humoralni, tedy protilatkovou, imunitu (Yao et al. 2021).

Inkubace oxidovaného HDL a LDL cholesterolu s GPX4 a glutathionem méla
za nasledek redukci cholesteryl linoleat hydroperoxidu na cholesteryl linole4dt hydroxid,
podobného ucinku se dosahlo 1 pfi uziti ebselenu s glutathionem (Sattler et al. 1994). Klinicka

studie poukazala na to, Ze v€asné podani ebselenu, syntetického 1é¢iva s funkcei podobnou GPX,
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by mohlo mit pozitivni ucinky pro pacienty s akutni mozkovou ischemickou cévni piihodou
apro jejich rekonvalescenci (Yamaguchi et al. 1998). Ebselen byl téz navrzen jako novy
kandidat na 1écbu koronaviru SARS-CoV-2. Ebselen totiz irreverzibiln¢ inhibuje aktivitu
papainu podobné protedzy (papain-like protease) CoV-2 zminéného koronaviru (Weglarz-
Tomczak et al. 2021).

GPX4 je down regulovana v ¢asné a stfedni fazi rozvoje infarktu myokardu. Snizeni jeji
hladiny mé4 za nasledek nejen hromadéni lipidovych peroxidd, ale také zvyseni citlivosti
kardiomyocyti k ferroptéze (Park et al. 2019). Nadmérma exprese GPX4 v srdecnich
mitochondriich zase zlepSuje srde¢ni kontraktilni funkci po globalnim I/R poskozeni myokardu,
a to hlavné v obdobi reperfuze. Dale pak béhem I/R poskozeni napomaha k udrzovani struktury
mitochondrii snizovanim peroxidace lipidii v jejich membrané, a zvySuje dokonce i aktivitu
komplext elektronového transportniho fetézce, a to komplexu I, IIT , IV u subsarkolemalnich
mitochondrii a komplexti I a III u mitochondrii interfibrilarnich (Dabkowski et al. 2008).
Chronickéd kontinualni normobaricka hypoxie (24 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO,) zvysila v srdci
potkana taktéz jeji mRNA transkript (Kasparova et al. 2015).

2.3.2. Enzymy udrZujici v burice redox homeostazu
Do nasledujici kategorie enzymu udrzujicich v buiice redox homeostazu spadaji enzymy

thioredoxinového 1 glutathionového systému. V této praci jsme se zaméfili na thioredoxinovy
systém. TRX redukuje piimo cilové oxidované molekuly, anebo PRDX, které nasledné reduku;ji
H>02. TRX tuto funkei plni pouze tehdy, pokud je saim v redukovaném stavu. Na Obr. 3 je
schéma, které znazorniuje funkci thioredoxinového systému a tulohu TXNRD zajistujici redukci

TRX v pfitomnosti NADPH (Karlenius a Tonissen 2010).

2.3.2.1. Thioredoxin
TRX vykazuje vysoce silny redoxni potencidl. Jak se zd4, jiz od pocatku evoluce katalyzoval

TRX redukci v buiice a zaroveinn se vyvinul s vysokou specifitou pro TXNRD. Sam vsak
piedava své elektrony mnoha riznym akceptoriim (Napolitano et al. 2019). Rozeznavame
obvykle dv€ hlavni izoformy TRX: cytosolicky TRX1 a mitochondridlni TRX2 (Zhang et al.
2004; Zhou et al. 2007).

Pro redukéni funkei TRX1 jsou dilezité cysteinové zbytky 32 a 35 v jeho aktivnim misté
(Weichsel et al. 1996). Aktivni mista TRX2 se nachazeji na cysteinech 90 a 93. Pies cystein 90
se cilovy oxidovany protein pomoci disulfidickych mistkii s TRX2 spojuje. Cystein 93

nasledné vznikly disulfid redukuje za uvolnéni oxidovaného TRX2 a redukovaného cilového
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proteinu (Obr. 4). Pokud je TRX2 mutovan v cysteinu 93, TRX2 tvoii s cilovym proteinem
stabilni disulfidy (Zhang et al. 2007), které nejsou schopny disociace (Zhang et al. 2004).

Obr.3: NADPH je donorem
elektronu, které daruje oxidované
m thioredoxinreduktaze (TrxR, také
TXNRD), tu timto zpiisobem

HZOZ

redukuje. Redukovand thioredo-

s
m m NADPH  yivreduktiza — mize  ndsledné
s se redukovat thioredoxin (Trx, také
TRX). Thioredoxin redukuje bud
m NADPt oxidované  proteiny, anebo

oxidovany  peroxiredoxin (Prx,

také PRDX). Peroxiredoxin pak

muze primo katalyzovat redukci

L& peroxidu vodiku na vodu (pievzato
z Karlenius a Tonissen 2010).

S—S5

Protein

TRX1 byva béhem oxidativniho stresu translokovéan z cytoplasmy do jadra (Ueno et al.
1999). Ptedpoklada se, Ze jaderny kompartment je 1€pe chranén proti oxidativnimu stresu nez

cytoplasmaticky nebo mitochondridlni. K tomu nejspise prispiva pravé i TRX1 (Go et al. 2007).

r &g Obr. 4: Redukovany thioredoxin 2
(Trx2, také TRX2) se pomoci iontu

5 S 905 —38
Trx2 1905 | I 1 »Trx2 . >Pr siry (S)  na cysteinu 90 spoji

93SH S g35|-| Hs s oxidovanym cilovym proteinem

(2 (Pr) a vytvori snim disulfid

Trx2-(S-S)-Pr (reakce 1 a 2).

908 —S._ (3) 90S HS Cystein 93 pak vznikly disulfid
Trx2,< > Pr —PTrxzi | >Pr redukuje za uvolnéni oxidovaného
938" s HS Trx2  aredukovaného cilového

proteinu  (reakce 3) (prevzato
z Zhang et al. 2007).

Jak jsme jiz zminili, TRX redukuje cilové proteiny. Mezi né patii naptiklad tumor
supresorovy protein 53 (p53), ktery zastdva funkci senzoru poSkozeni DNA. Jeho vazebna
aktivita je totiz siln€ zavisla na redoxnim stavu a bez redukujiciho prostiedi ztraci schopnost
tvotit komplexy s DNA. TRX1 tak svou reduk¢ni aktivitou ptimo napoméaha DNA vazbé p53.
Nebo pak také posiluje redoxnim faktorem 1 (Ref-1) zprostiedkovanou vazebnou aktivitu p53
(Ueno etal. 1999). TRX1 a Ref-1 funkéné spolupracuji i v dal§im piipadé€. Po translokaci TRX1
do jadra se totiz TRX1 a Ref-1 spojuji pies aktivni centrum TRX1 a vykazuji katalytickou
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funkci pro aktivaci transkripéniho faktoru zvaného aktivatorovy protein-1 (AP-1) (Hirota et al.
1997).

TRX1 se také ptes své aktivni misto spojuje pomoci intermolekularnich disulfidickych
mustkll s cysteinovym zbytkem 250 velmi zasadni proapoptotické kindzy, tedy kinazy
regulujici apoptoticky signal (ASK1). TRX1 tvoti s ASK1 komplex a zabranuje aktivaci ASK1.
Tento komplex je naruSen pfitomnosti TNF a H>O». Disociaci pak zabrafiuje podani
antioxidantu N-acetylcysteinu pied vystavenim TNF. Jak se tedy zd4, ROS zapficiuji disociaci
komplexu TRX1 s ASK1 tim, ze TRX1 oxiduji, a TNF vyvola aktivaci ASK1 (Liu a Min 2002).
Dochdzi tak ke spusténi apoptotické drahy ptes ASK1, kterd je zavisla na c-Jun N-terminalni
kinaze (JNK), dale pak ke Stépeni proteinu Bid, translokaci proapotického Bax na mitochondrie,
naslednému uvolnovani cytochromu ¢ a aktivaci kaspazy 3, kterd spousti apoptotické déje
(Obr. 5 vlevo) (Zhang et al. 2004).

TRX1 je téZ sérovym rakovinnym markerem, a to pfedevSim pro rakovinu prsu (Park et
al. 2014). Jeho hladina je totiz vyznamné zvysena jak béhem rakovinného bujeni, tak béhem
tvorby metastazi. Inaktivace TRX1 pak snizi bunécnou invazi, tedy jeden z kroka tvorby
metastdze (Bhatia et al. 2016). Pokud je TRXI1 inaktivni, to znamend, Ze je mutovana
v cysteinech 32 a 35, dochazi v nddorovych burikach k silnému tbytku hypoxii indukovaného
faktoru 1a (HIF-1a), stejné tak jako snizeni jeho aktivity a aktivity vaskularniho endotelialniho
rastového faktoru (Welsh et al. 2002).

Jak jsme se jiz diive zminili, n€které chemoterapeutické léky mohou mit zaroven
nepiijemné kardiotoxické ucinky. U détskych pacientl, ktefi pfekonali rakovinu, se tak mohou
pozdé&ji rozvinout zdvazné srdecni problémy nebo miiZze dojit dokonce k srdecnimu selhani.
Overexprese TRX1 snizuje tuto kardiotoxicitu a zaroven zlepSuje toxicitu chemoterapeutickych
1€ki pro buiiky rakovinné (Das et al. 2021).

Mysi s deleci TRX1 se dozily v priméru jen 25,5 dne. Delece zpisobila srdecni
oxidativni stres a sniZeni exprese genl dileZitych pro metabolismus mastnych kyselin,
citratovy cyklus a elektronovy transportni fetézec, dale pak zménila morfologii mitochondrii,
inhibovala mitochondridlni respiraci a promotorovou aktivitu metabolickych genti. To v§e mélo
za nasledek srde¢ni kontraktilni dysfunkei, systolickou dysfunkeci, snizenou ejekéni frakci levé
komory a snizenou tloustku stény komory, déle pak srde¢ni hypertrofii, fibrézu, buné¢nou
apoptozu a nakonec srdecni selhani (Oka et al. 2020).

TRX2 je mitochondridlnim thioredoxinem. Jak je zndmo, mitochondrie jsou hlavnim
zdrojem tvorby ROS. Antioxida¢ni funkce TRX2 je tedy velmi dualezitd, mlze ale byt také

Castecn¢ kompenzovana glutathion/glutathionperoxiddzovym systémem (Tanaka et al. 2002).
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TRX2 je nezbytny pro embryonalni vyvoj a bunéfné¢ dychani. MyS$i embrya s genem
pro TRX2 uml¢enym pomoci homozygotni mutacni inzerce nebyla Zivotaschopni. Nem¢la
uzavienou anteriorni neuralni trubici, naproti tomu posteriorni neuralni trubice se zdala byt
uzaviend bez jakychkoli problému. Dale byla pozorovana silna apoptoéza. Pro takova embrya
byla letalni ta doba, ve které maji dozravat mitochondrie a ve které by tak mélo zac¢inat dochazet
k oxidativni fosforylaci (Nonn et al. 2003).

Overexprese TRX2 snizuje hypoxii vyvolanou akumulaci HIF-1a, v tomto ptipad¢ tedy
pracuje opacn¢ nez TRX1. Nadbytek TRX2 také snizuje hladinu fosforylované PKB/Akt (Zhou
et al. 2007). TRX2 téz chrani proti bunééné smrti zplisobené podanim TNF s cykloheximidem
(Zhang et al. 2007). Déle pak potlacuje jadernou translokaci NF-kB a také aktivitu prozanétlivé
drahy NF-kB regulovanou pravé pomoci TNF-o (Hansen et al. 2006).

Hypoxicky preconditioning zvysil expresi TRX2 jak v pfednim mozku (Stroev et al.
2004), tak v srdci, v ném jak v rezimu kontinudlni normobarické hypoxie (24 h/den, 3 tydny,
0,1 FiO), tak 1 v rezimu intermitentni normobarické hypoxie (8 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO»)
(Kasparova et al. 2015). Overexprese TRX2 béhem I/R nevykazovala v mysich srdcich zadné
velké postischemické kardioprotekéni Gi€inky, naproti tomu jeji reduktéza, o které budeme jesté
dale mluvit, se ukézala byt v tomto pfipad¢ zasadni (Horstkotte et al. 2011).

TRX2, podobné jako TRX1, tvofi komplex s ASK1, ale na rozdil od TRX1 ho tvofi
v mitochondriich. Naruseni komplexu vede téZ k aktivaci ASK1 a spusténi apoptotické drahy,
v tomto piipad¢ vSak na JNK nezavislé. Stejné jako vySe zminénd na JNK zavisld drdha
v cytosolu spousti tato draha v mitochondrii uvolfovani cytochromu c z mitochondrie
a aktivaci kaspazy 3, ktera spousti apoptozu (Obr. 5 vpravo) (Zhang et al. 2004). Nadprodukce
TRX2 potlacuje funkci TNF-a v buitkach (Hansen et al. 2006). TRX2 je nepostradatelné
ditlezity pro srdce. Lidska srdce trpici dilatacni kardiomyopatii se vyznacuji sniZzenou hladinou
meésici zivota dilataéni kardiomyopatie, kterd je provazend zhorSenou funkci levé komory,
srde¢ni hypertrofii, dilataci komor i sini, a na véku zavislém zvétSeni kardiomyocytt, dale pak
srde¢ni mitochondridlni depolarizaci a naruSenim mitochondridlni ultrastruktury, zvySenou
mitochondridlni produkci ROS a sniZzenou produkci ATP. Cely tento proces byl zaroven
provazen zvySenou autofosforylaci ASKI1, produkci ROS a apoptézou kardiomyocyti.
K srde¢nimu selhani a smrti téchto jedincti dochdzelo do ctvrtého mésice Zivota. Inhibice ASK 1
pak vedla ke zlepSeni celkového srdecniho fenotypu a snizeni oxidativniho stresu a apoptozy

(Huang et al. 2015).
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TRX muze také redukovat jiz zminéné PRDX. Ty maji vysokou afinitu pro H>O»
a mohou ho nésledné piimo redukovat na vodu a snizovat tak oxidativni stres a mnozstvi ROS.
PRDX se vyskytuje v Sesti izoformach. V mitochondrii byly nalezeny dvé, a to PRDX3
a PRDXS5. TRX2 vsak spolupracuje pravdépodobné pouze s PRDX3 a poskytuje mu své
elektrony. PRDX3 pak pfispivd vysokou mérou k ochran¢ mitochondrie pfed oxidativnim
stresem (Zhang et al. 2007).

Obr. 5: Vievo: Thioredoxin 1 (Trxl, také
TRX1) tvori v cytosolu komplex s kindzou

regulujici  apoptoticky  signal (ASK1) ,//AW/A
“x

a udrzuje tak tuto kindzu v intaktivovaném

p @D
stavu. Proapoptoticky stimul, jakym je —Il

napriklad  faktor  tumorové  nekrozy

Cytoplasm

s cykloheximidem a peroxid vodiku, ma za JNK

nasledek disociaci komplexu, aktivaci ASK1 +

a jeji zapojeni se do na c-Jun N-terminalni Bid cleavage

kinaze (JNK) zavislé apoptotické drahy, = E:gslocaﬁun cyto c release

ktera pres Stépeni proteinu Bid a translokaci mitochondria
proteinu Bax na mitochondrie spousti vylev

cytochromu ¢ z mitochondrie, a nakonec caspase-3activation/

aktivaci proapoptotické kaspdzy 3. S

Vpravo: Thioredoxin 2 (Trx2, také TRX2) tvori v mitochondrii komplex s ASKI a udrzuje tak tuto kindzu
v inaktivovaném stavu. Faktor tumorové nekrozy a peroxid vodiku se podili na disociaci tohoto komplexu.
Mitochondridalni ASKI neni zapojena do na JNK zavislé apoptotické drahy. Misto toho spousti rovnou vylev
cytochromu ¢ z mitochondrie a aktivuje taktéz kaspazu 3 (prevzato z Zhang et al. 2004).

PRDX v srdci prochézeji béhem oxidativniho stresu strukturnimi zménami. Pokud totiz
neni napiiklad PRDX1 vystaven oxidativnimu stresu, vyskytuje se ve formé& monomeru,
v ptitomnosti H>O; pak za¢ne tvofit disulfidové dimery. Velka ¢ast PRDX2 a PRDX3 se naproti
tomu vyskytuje ve formé¢ dimert uz v bazalnim stavu. V ptipad¢ vysokého oxidativniho stresu
vytvofila jak ¢ast PRDXI, tak ¢ast PRDX2 dokonce oligomery. PRDXS5 podle vSeho netvoti
dimery ale pouze né¢kolik riznych monomerii, misto intermolekularnich totiz tvofi
intramolekularni disulfidové vazby. PRDX6 jako jediny nevykazuje jako odpovéd na H,O»
zadnou zéasadni strukturni zménu (Schrdder et al. 2008). PRDX1 se spolu s TRX1 ve velkém
mnozstvi vyskytuje v prsni rakovinné tkani (Cha et al. 2009), PRDX3, PRDX5 a PRDX6 zase
v ovarialni rakovinné tkani. PRDX se tak ukazuji byti dobrym diagnostickym rakovinnym
markerem (Li et al. 2018). Ukazalo se také, ze PRDX2 je negativnim reguldtorem signalizace
destickového ristového faktoru a mulzZe tak potlacovat nebezpecnou aterosklerézu. Stejny
ucinek nevykazuje CAT ani GPX, které¢ rovnéz redukuji H>O> (Choi et al. 2005). V rezimu
chronické kontinualni normobarické hypoxie (24 h/den, 3 tydny, 0,1 FiOz) byla v srdci potkana

zaznamenana zvySend hladina mRNA transkriptu PRDX2 aPRDXS5. Intermitentni
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normobaricka hypoxie (8 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO;) zase navysila mRNA transkript PRDX2
a PRDX6 (Kasparova et al. 2015).

2.3.2.2. Thioredoxinreduktaza
TXNRD se pravdépodobné vyvijela spoleéné s TRX, to je také diivodem silné specifity TRX

pro TXNRD (Napolitano et al. 2019). Stejné jako je tomu u TRX, TXNRDI se vyskytuje
v cytoplasmé a TXNRD2 je mitochondrialnim proteinem. TXNRD patii do skupiny proteinii
obsahujicich selenocystein. Deficience selenu ve stravé méla v jatrech potkana za nasledek
snizeni aktivity TXNRD na 15 % a hladiny jeho mRNA na 70 % (Hadley a Sunde 2001).
Nedostatek selenu ve stravé znamenal dokonce snizenou expresi obou TXNRD, GPX1 a GPX4
a PRDX2 v srdcich potkanich samct, ktera prodélala ischemii a reperfizi. Jejich srdce byla
také nachylnéjsi k I/R poskozeni. Podavani potravy s vysokym obsahem selenu znamenalo
zvySeni exprese vSech jmenovanych proteint. Zvlastni vyjimkou byl TRX1, ktery navysil svou
expresi jak pfi nedostatku selenu, tak pfi jeho nadbytku (Venardos et al. 2005).

Naruseni genu pro TXNRDI1 zptsobuje u mysi embryondlni letalitu. Pozorovana byla
retardace rdstu zplsobena silné snizenou bunécénou proliferaci, zkraceni anterior-posteriorni
osy, naru$ena somitogeneze a problémy s uzavienim neurdlni trubice. Srdce se zdalo byt
jedinym organem, ktery nebyl nijak ovlivnény, a to ani rlstovou retardaci. Zda se tedy
pravdépodobné, Ze TXNRD1 nijak nezasahuje do embryonalniho vyvoje srdce (Jakupoglu et
al. 2005).

Infarktem zasazena potkani srdce méla snizenou hladinu proteinu TXNRDI1 a jeho
mRNA exprese, aktivita TXNRD1 byla nizs§i 0 32 %. Zajimavé je, Ze aktivita TRX1 zde naopak
stoupla 0 51 % a hladina tohoto proteinu byla také znacné navySena. Jeho mRNA exprese vSak
vyrazn¢ zménéna nebyla (Li et al. 2008).

TXNRD2 je nezbytn¢ dulezitym mitochondridlnim proteinem nepostradatelnym
ve vyvoji jedince. Homozygotni delece genu pro TXNRD?2 je letdlni jiz v embryonalnim mySim
stadiu, a to mezi 12,5 a 13,5 dny embryondlniho vyvoje. Takovato embrya byla o poznani mensi
a anemickd, céva vyzivujici Zloutkovy vacek a vyvijejici se embryonalni mozek byla méné
zasobena krvi. Dale byla pozorovana dysplazie srde¢ni tkané, ztenceni myokardu komor
a snizend proliferace kardiomyocyti. Nakonec byla taktéZ zaznamenana zména morfologie
jaterni tkdn€ a zvySena apoptdza jejich bunék. TXNRD2 je nezbytné diilezitd pro spravny
srdecni vyvoj, jak ukazaly specifické srde¢ni delece genu pro TXNRD2. Mysi s takovou deleci

.....

dilataci srde¢nich sini a ztenceni myokardu komor. Cytosol bunék myokardu byl vakuolizovan,
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pozorovan byl 1 mitochondrialni swelling a ztrata krist (Conrad et al. 2004). Srdce
se specifickou deleci genu pro TXNRDI1 se v embryondlnim vyvoji naproti tomu formovala
bézné (Jakupoglu et al. 2005).

TXNRD?2 je taktéz diilezita pro protekci srdce po ischemii. I/R poskozeni srdce mélo
u mysSich jedincii s nefunkéni TXNRD2 v srdci na svédomi ztratu mitochondridlni integrity,
snizenou aktivitu mitochondridlni ACO2 a vétsi velikost infarktu. Naproti tomu funkéni
TXNRD2 navic zabranovala otevirani mPTP. Zajimavé je, Ze snizeni hladiny TXNRD2 v srdci
mélo za nasledek zvySeni hladiny TRX2 (Horstkotte et al. 2011). Podobny kompenzacni efekt
byl pozorovan i u pacientl s dilata¢ni kardiomyopatii s redukovanou hladinou TRX2, hladina
TXNRD2 u nich byla naopak siln¢ zvySena (Huang et al. 2015). Naproti tomu napiiklad embrya
s homozygontni celoorganismdlni mutaci genu pro TRX2 nevykazovala detekovatelné
mnozstvi ani TXNRD2 (Nonn et al. 2003).

Hladina mRNA transkriptu TXNRD2 v srdci potkana viditelné stoupla jak béhem
kontinualni normobarické hypoxie (24 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO), tak i v rezimu intermitentni

normobarické hypoxie (8 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO») (Kasparova et al. 2015).

2.3.3. Antioxidanty spojené s metabolismem Zeleza
V ptitomnosti Zeleznatych iontl a nadmérného mnozstvi H>Oz se setkdvame s tzv. Fentonovou

reakci: Fe** + Ho0, — Fe** + "OH + OH™ V této reakci dochézi k oxidaci Zeleza a zaroven
k produkci nebezpecného a vysoce reaktivniho ‘OH. Mezi antioxidanty spojené
s metabolismem, které reguluji mnoZstvi Zeleza a tim tak pfinaseji antioxidacni funkci, patii

izoformy enzymi ACO a HMOX.

2.3.3.1. Akonitaza
ACO nebo také akonitat hydratdza katalyzuje reverzibilni pfeménu citratu na cis-akonitat

a cis-akonitatu na isocitrat. ACO ve své struktuie obsahuje zelezo-sirné klastry. Rozeznavame
jeji dvé hlavni formy: cytoplasmatickou ACO1, nazyvanou také regulacni protein Zeleza 1,
a mitochondridlni ACO2. Jak bylo ukédzdno na ACO praseciho srdce exprimované
v Escherichia coli, ACO ma n¢kolik aminokyselinovych zbytkli nezbytnych pro svou funkeci.
Zminime si zde jen n€kolik z nich. Arginin 580 je zasadni pro navazéani substratu na ACO,
aspartat 165 zase pro interakci substratu se zelezem z akonitdzového klastru. Histidin 101
protonuje hydroxylovou skupinu substratu, aspartat 100 pak podporuje funkci histidinu 101.
Serin 642 je dillezity pro odstranéni protonu z citratu nebo isocitratu pii dehydrataénim kroku
a pro protonaci cis-akonitdtu béhem kroku hydrata¢niho (Zheng et al. 1992). S pomoci

kvasinkové kultury byla zkoumdéna také mutace ACOI1, a to pfesnéji mutace v serinu 711
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v pfemén¢ citratu na isocitrat. Naopak funkce pfemény isocitratu na cis-akonitat se zdala byti
z vét§i miry zachovana (Pitula et al. 2004).

ACOI funguje dvéma zplisoby v zavislosti na pfitomnosti iontli Zeleza uvniti burky.
V jejich malé koncentraci funguje jako regulacni protein Zeleza 1. To znamena, ze se vaze
na ,,stem-loops‘ elementii responzivnich na Zelezo. Brani tak expresi proteinii vazajicich zelezo
a inhibuje degradaci transferinovych receptort. Ve vysoké koncentraci Zeleza v buiice vykazuje
naopak akonitdzovou aktivitu s aktivnim Zelezo-sirnym klastrem. Dochézi pak k translaci
proteinl vazajicich Zelezo, napftiklad ferritinu. Naopak transferin zlistdva degradovan. Ztrata
atomu zeleza z klastru vede k inaktivaci akonitdzové funkce, ne vSak ke spusténi funkce
regulacni, pro tu jsou tedy nutné dal$i Gipravy proteinu ACO1 (Haile et al. 1992; Kennedy et al.
1992; Yu et al. 1992).

Kardioprotektivni rezim normobarické hypoxie (8 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO2) zvysil
expresi mRNA transkriptu ACOI1 v srdcich potkant (Kasparova et al. 2015).

Mitochondrialni ACO2 je klicovou soucasti Krebsova cyklu. ACO2 obsahuje ve své
struktuie diilezité Zelezosirné klastry [4Fe-4S]**, pokud je inaktivovana, jeden ion Zeleza
v klastru postradd [3Fe- 4S]'". Pro stabilitu klastrli jsou podstatné tii cysteinové zbytky.
Sukcinaci téchto cysteinovych zbytkli mize dochézet k inhibici ACO2. Ta nastava i pii mutaci
fumarazy u zavazné nemoci zvané karcinom ledvin spojeny s dédi¢nou leiomyomatozou
(Ternette et al. 2013). ACO2 je ze vSech enzyml Krebsova cyklu tim, jehoz aktivita klesa
s v€kem nejvice a podléha tak starnuti. To ovliviluje nejenom bioenergetiku mitochondrii, ale
itvorbu meziprodukti Krebsova cyklu a syntézu proteinti, mastnych kyselin nebo
receptorovych ligandl (Yarian et al. 2006).

ACO?2 funguje jako senzor oxidativniho stresu, nebot’ je velmi citlivd na pfitomnost
ROS, atojak O tak H202. V jejich pfitomnosti dochazi k jeji inaktivaci (Gardner et al. 1995;
Vésquez-Vivar et al. 2000; Bulteau et al. 2003). Inaktivace ACO2 vyvold uvolnéni zeleza
z klastru, které se spolu s HoO> vyznamné podili na Fentonové reakci (Vasquez-Vivar et al.
2000). Tvorbé ‘OH Fentonovou reakci mliZze zabranovat chelator Zeleza, ktery je schopny
zelezo vazat (Vasquez-Vivar et al. 2000).

K obnovovani funkce ACO2 miZe dochazet postupné v pifitomnosti citratu,
enzymatického substratu Krebsova cyklu, pokud doslo k dostate¢nému poklesu H>O». Funkce
vSak neni obnovena zcela, jen na pfiblizné 80 % plvodnich hodnot, pravdépodobné kviili
castecné degradaci inaktivované ACO2 (Bulteau et al. 2003). Na srdci potkana pak bylo

ukédzano, ze dodani i jen nepatrné koncentrace hotfeCnatych iontli vyrazné zvysSuje pomér
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citrat/isocitrat. Dodani vapenatych iontl vykazovalo taktéz zvysSeni zminéného poméru,
ne vSak tak rychlé a vyrazné (England et al. 1967). ACO2 muze byt dale aktivovana dodanim
zeleznatych iontl (Kennedy et al. 1992). V nékterych ptipadech mize dokonce i nadprodukce
SOD2 zabranit inaktivaci ACO2, avSak to neplati v podminkdch normobarické hyperoxie
(Gardner et al. 1995).

Détsti pacienti s homozygotni, nebo slozenou heterozygotni mutaci ménici smysl nebo
Cteci ramec v genu kodujicim ACO2 trpi mnoha vyvojovymi a psychickymi problémy. Mezi
n¢ mohou patfit deprese, tzkosti, ataxie, nékdy i1 kvadruplegie, dale pak opozdény mentalni
vyvoj, porucha feci, atrofie optického nervu, hypoplazie koncového mozku a jeho degenerace.
S novymi pacienty byvaji zaznamendny také nové symptomy téchto zavaznych poruch.
Ukazuje se také jak dulezita je spravna diagnostika jejich mirnéjsich forem, které Casto nejsou
ani rozpoznany (Metodiev et al. 2014; Blackburn et al. 2020).

Béhem I/R nedochédzelo v potkanich srde¢nich mitochondriich ke zméné€ hladiny
ACO2. Dochazelo vsak k viditelné a reverzibilni zméné jeji aktivity zpisobené reverzibilni
oxidativni modifikaci jejiho sulthydrylového zbytku. Béhem prvnich péti minut reperfuze se
aktivita ACO2 snizila na 65 %. ProdlouZena reperfiize v§ak znamenala opétovny vzestup jeji
aktivity. ACO2 je chranéna pomoci Zelezo vazajiciho proteinu frataxinu pfed vlastnim
rozloZenim vyvolanym oxidativnim stresem. Podobné je ACO2 chrdnéna 1 citratem. Diky
pfitomnosti frataxinu neni ACO?2 irreverzibiln€ inaktivovana a nebo dokonce degradovana,
a muze byt nasledné znovu aktivovana (Bulteau et al. 2005). Pacienti postizeni selhanim srdce
méli nizsi celkovy obsah Zeleza v srdecni tkani, s tim souvisel i viditelny vzestup exprese
transferinovych receptorti. Aktivita ACO?2 a takeé citratsyntazy, tedy dal§iho enzymu Krebsova
cyklu, tak byla viditeln€ snizena (Melenovsky et al. 2016; Sheeran a Pepe 2016).

Transkripce mRNA ACO2 v srdci potkana stoupla béhem chronické kontinudlni
normobarické hypoxie (24 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO2) i1 intermitentni normobarické hypoxie
(8 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO;). NavySena byla dokonce i v jinak neprotektivnim rezimu
intermitentni normobarické hypoxie (23 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO») (Kasparova et al. 2015).

2.3.3.2. Hemoxygenaza
HMOX se vyskytuje ve dvou hlavnich izoformach, témi jsou inducibilni HMOX1

a konstitutivni HMOX2. HMOX je velmi diileZitym enzymem, ktery katalyzuje rozklad hemu
na biliverdin, ktery muze byt nasledn¢ redukovan na bilirubin, za soucasného uvolnéni

zeleznatého iontu a oxidu uhelnatého (CO) (Collino et al. 2013).
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Hem je soucasti hemoproteinil, jakymi jsou naptiklad hemoglobin nebo myoglobin.
Aby v téle nezistaval jako produkt rozpadu cervenych krvinek samotny hem, jejich
hemoglobin je fagocytovan makrofagy. HMOXI1 jako enzym zakotveny v endoplazmatickém
retikulu sméfuje do cytosolu (Gottlieb et al. 2012), Zeleznaté ionty, které zde pak Cinnosti
HMOX1 vznikaji, jsou tak blizko ferritinu a dal§im proteinim, které mohou Zelezo ukladat
(Cohen et al. 2010). Rozklad hemu, je velmi dulezity, v pfebytku totiz mize hem zvySovat
oxidativni stres a jeho akumulace je za ischemickych podminek $kodliva pro srde¢ni funkci.
Selhavajici srdce maji hladinu hemu zvysSenou (Sawicki et al. 2015).

Hemoxygendzovou reakci vznikly biliverdin se béhem ischemie vyznacuje
plicich potkana (Tian et al. 2017) anebo na prasecich jatrech (Andria et al. 2013). CO je zase
velmi dilezity pro svou funkci v protizdnétlivych kaskadach (Wang et al. 2009). Biliverdin
1 CO blokuji akumulaci ROS, fragmentaci DNA a aktivaci apoptotické kaspazy 3 vyvolanou
pomoci TNF-a. Tento jev byl zkouman v cerebralnich mikrovaskularnich endotelidlnich
buiikach ziskanych z novorozenych prasat (Basuroy et al. 2006).

ZvySena hladina HMOX1 sniZovala hladinu ROS a zmirnovala vaskularni kalcifikaci
u chronickych onemocnéni ledvin (Yang et al. 2021). Cerebralni mikrovaskularni endotelialni
buiiky novorozenych prasat tentokrate s vysoce up regulovnou HMOXI1 zase neodpovidaly
na TNF-a fragmentaci DNA a apoptdzou (Basuroy et al. 2006).

Mys$i s heterozygotnim knock-outem genu pro HMOXI1 byly nachylnéjsi
k I/R poskozeni, mé&ly vétsi velikost infarktu a rozsahlej$i myokardidlni nekrézu. Dokonce ani
IP u nich nemél tak vyrazny Gcinek (Yoshida et al. 2001).

Zda se také pravdépodobné, ze HMOXI1 muize snizovat skodlivy vliv inzulinové
rezistence. Ta se totiZ miiZze vyznacovat mimo jiného zvySenim systolického arteridlniho
krevniho tlaku, krevni glukézy, zvySenou hladinou NO, inducibilni NO syntazy (iNOS),
inzulinu, celkového cholesterolu a triglycerida v séru. Naopak miize byt pozorovano snizeni
hladiny CO a eNOS v séru, sniZzeni hladiny SOD a celkové antioxida¢ni kapacity. OSetfeni
heminem, oxidovanou formou hemu a stimulantem HMOXI1, po dobu ¢tyt tydnil, vyvolalo
silnou expresi mRNA HMOX1 a proteinu HMOX1, kterd vedla ke zvyseni hladiny CO, hladiny
SOD i celkové antioxidacni kapacity. Dale pak byla pozorovana normalizace systolického
arteridlniho krevniho tlaku a aktivity iNOS 1 eNOS (Yong-song et al. 2008). Heminem
indukovana exprese HMOXI1 snizila také tvorbu ROS amigraci sinvazi v lidskych
rakovinnych prsnich buiikach (Zhu et al. 2017). Podavani heminu bylo pouzito i u potkaniho

modelu srde¢niho selhdni. Hemin vyvolal obrovskou expresi a aktivitu HMOX1. Bylo tak
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docileno sniZeni oxidativniho stresu, poklesu apoptozy, peroxidace lipidl, poskozeni DNA
pomoci ROS, aktivity kaspazy 3 a exprese proapoptotického proteinu Bax, snizena byla
i produkce prozanétlivych cytokint TNF-a a interleukinu 1 beta. HMOX1 tak viditelné
omezovala myokardidlni poskozeni a zlepSovala pteziti (Collino et al. 2013).

Chronickd kontinualni normobarickd hypoxie (24 h/den, 3 tydny, 0,1 FiO;) zvysila
v srdci potkana mRNA transkript HMOX1 (Kasparova et al. 2015).

Transgenni mysSi se srdecni overexpresi ,,0-aminolevulinic acid synthase®, ktera
katalyzuje jeden z krokl syntézy hemu, mély za normdalnich podminek zvySenou expresi
HMOXI1, ne vSak HMOX2, ktera ztlistala beze zmény. HMOXI1 zde kompenzaéné snizovala
nadmérnou tvorbu hemu. Po korondrnim podvazu byla jiz zaznamenana mensi exprese
HMOX1, ale stale o poznani vyssi exprese nez u kontrolnich jedinct bez koronarniho podvazu.
Exprese HMOX2 se ani tentokrat nijak nemeénila (Sawicki et al. 2015). HMOX1 udrzuje
inzulinovou senzitivitu, HMOX2 naproti tomu pravdépodobné pfispivd k potlacovani
glykolyzy a snizovani uniku protoni v bilé tukové tkani (Yao et al. 2020).

Delece genu pro HMOX?2 v cerebralnich mikrovaskuldrnich endotelidlnich bunkéch
novorozenych prasat ukazovala vyssi nachylnost k TNF-a zpiisobené apoptdze (Basuroy et al.
2006). V jiném experimentu vSak takova delece naopak ochrafiovala neurony pted oxidativnim
poskozenim zpisobenym heminem (Regan et al. 2004). Hemin, ktery se miize uvoliiovat
z oxidovaného methemoglobinu, se totiZ hromadi naptfiklad v hematomech pii Grazovém
poskozeni mozku a zplsobuje konstrikci hladkého svalstva cév a tim padem muze

pravdépodobné prispivat k tvorbé spasmill v cerebralnim tecisti (Letarte et al. 1993).
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3. Cile diplomové prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda novy kardioprotektivni rezim mirné chladové

aklimace (8 + 1 °C) zvySuje kapacitu antioxidacniho systému v prabéhu aklimacniho procesu.

1) Stanovit hladinu vybranych antioxida¢nich proteinti u kontrol, po 1-3-10 dnech
chladové expozice
i) Stanovit hladinu vybranych antioxidacnich proteinli u kontrol, po 5 tydnech

chladové expozice a nasledné po 2 tydnech po navratu do kontrolnich podminek
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4. Metodika

4.1. Zvirata
K pokustim byli pouziti potkani samci kmene Wistar, chovné jadro Charles River (Velaz s.r.o.).

Potkani byli chovani pfi svételném rezimu 12:12, v klecich s dostate¢nou podestylkou byli
umisténi po dvou, aby se zamezilo socialnimu stresu. Pfistup k potravé byl ad libitum,

standardni stravou ST1.

4.2. Akutni chladova aklimace
Potkani byli rozdéleni do ¢tyt skupin. Kontrolni skupina (C, n = 6) byla ponechéna v teploté

24 +1°C po celou dobu experimentu. Tii chladové skupiny byly rozdéleny podle toho,
po kolik dni byli jedinci vystaveni chladu: 1den(1D,n=6), 3dny(3D,n=6),
10 dni (10D, n = 6).

4.3. Chronicka chladova aklimace
Potkani byli rozdéleni do tfi skupin. Na kontrolni skupinu (C, n = 8), kterd byla ponechana

v teploté¢ 24 + 1 °C po celou dobu experimentu, chladovou skupinu (CA, n=8) chovanou
1. tyden pfi teploté 8+ 1°C 8 h/den a nasledujici 4 tydny pfi teploté¢ 8 + 1 °C 24 h/den,
a regresni skupinu (CAR, n = 8), kterd byla po 5 tydnech v chladu 8 + 1 °C chovana jest¢ dalsi
2 tydny pii teploté 24 + 1 °C.

4.4. Odbér organii, zpracovani vzorki a méreni koncentrace proteini
Po ukonceni aklimace byl potkanim podan intraperitonealné thiopental (v davce 60 mg/kg

télesné hmotnosti), tedy celkové anestetikum s rychlym nastupem a kratkodobym uc¢inkem.
Nasledné bylo potkanim odebréano srdce, to bylo ponofeno do vychlazeného fyziologického
roztoku, a na ledé€ rozdéleno na pravou a levou komoru a septum. VSechny ¢asti byly po zvazeni
fadn€ oznaceny, zamrazeny v tekutém dusiku a uchovéany v -80 °C pro nasledné analyzy.

Na ptipravu vzorkil byly pouzity levé srde¢ni komory, ze kterych byl pfipraven
postnuklearni supernatant (Ujcikova et al. 2014). Srdec¢ni tkéan byla nastfihana na nerezovém
blo¢ku na malé kousky a natedéna s TMES (viz Ptiloha 1) v poméru 1:5. Nasledné byly vzorky
zhomogenizovany (2 minuty, 1200 rpm; Ultra Turrax T25 basic, IKA Labortechnik)
a centrifugovany (10 minut, 2100 rpm, 4 °C; Hettich Universal 320 R, Hettich). Vznikly

supernatant S1 byl odebran do zkumavek chlazenych na ledu. Pelet byl doplnén v poméru 1:5
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s TMES, opét zhomogenizovan a centrifugovan stejnym zptisobem. Vznikly supernatant S2 byl
pridan k odebranému supernatantu S1 a tento smésny supernatant (S1+S2) byl nasledné pouzit
k analyzam.

Koncentrace proteinti byla stanovena Bradfordovou metodou. Nejprve byla ptipravena
kalibra¢ni kfivka dle protokolu o koncentracich: 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 ug/ul
z roztoku hovéziho sérového albuminu (BSA) (Bio-Rad, USA). Na 96-jamkovou desticku byly
naneseny zminéné koncentrace BSA a také 10 pl daného vzorku na jamku, vse v tripletch.
Do kazdé jamky bylo nésledné piidano 250 pl Bradfordova Cinidla (Merck, B6916). Poté byla
desticka zakryta alobalem a 10 minut inkubovana pfi laboratorni teploté. Koncentrace proteinti
byla stanovena spektrofotometricky pti vinové délce 595 nm. Takto zméfené vzorky byly
nasledné nafedény na stejnou koncentraci s pfidanim vzorkového pufru (viz Ptiloha 1)
a zamrazeny pro dalsi proteinové analyzy. Vzorkovy pufr je denaturacni pufr za redukujicich
podminek s obsahem SDS a DTT, ktery zajiStuje ¢astecnou denaturaci proteinit ve vzorku
a zaroven dodava proteiniim zaporny naboj, ktery je dulezity pii separaci proteinti v elektrickém

poli.

4.5. SDS elektroforéza
Vzorky byly separovany pomoci SDS elektroforézy (SDS-PAGE) nasledovné. Nejprve byl

pfipraven 12% délici polyakrylamidovy gel (viz Ptiloha 1) o tloust’ce 0,75 mm. Gel byl
pfevrstven vrstvou vody, aby doslo k jeho Uplné polymeraci. Po zatuhnuti gelu a odstranéni
vody byl polymerizovany gel zalit 5% zaostfovacim gelem (viz Pfiloha 1) s pouzitim
15-jamkového hiebinku. Hiebinek vytvofil jamky pro naneseni vzork.

Jednotlivé vzorky byly povafeny po dobu 5 minut pii 95 °C, timto povatenim doslo
k potfebné denaturaci proteinti. Nasledn¢ byly vzorky schlazeny 10 minut na ledé,
centrifugovany a protfepany. Takto pfipravené denaturované vzorky byly pomoci jehly
Hamilton (Hamilton, USA) naneseny do jamek v koncentraci 5 pug nebo 10 pg proteinu
na jamku. Skla s gely byla umisténa do aparatury Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad) a zalita
elektrodovym pufrem (viz Ptiloha 1). Pro separaci proteini v gelu byla vyuzita SDS-PAGE
pfi konstantnim napéti 150 V a délce 75-140 minut v zévislosti na molekulové hmotnosti
sledovaného proteinu. Nabité proteiny putovaly v elektrickém poli od zdporného polu
ke kladnému poélu a rozdé€lily se tak v polyakrylamidovém gelu podle své molekulové

hmotnosti.
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4.6. Western blot
Po skonceni SDS-PAGE byl gel spolu s nitrocelul6zovou membranou (Bio-Rad, USA),

filtracnimi papiry a blotovacimi polStatky 15 minut inkubovan s vychlazenym blotovacim
pufrem (Towbin) (viz Pfiloha 1). VSe bylo poskladdno do blotovaciho sendvice, ktery byl
vlozen do kazet a nasledné do aparatury Mini Trans-Blot Module (Bio-Rad) spolu s blokem
ledu, a zalit vychlazenym Towbinem. Pomoci western blottingu byly, diky vytvofenému
elektrickému poli, proteiny pfeneseny z gelu na nitrocelulézovou membranu. Blotovaci
podminky byly konstantni: napéti 100 V, 90 min, 4 °C. Pieblotovana membrana byla poté
obarvena pomoci barviva Ponceau (viz Ptiloha 1) a vyfocena pro nasledné vyhodnocovani
na celkovy protein. Membrana pak byla odbarvena pomoci Tris-pufru s 20% Tween (TTBS,
viz Pfiloha 1) a blokovéna po dobu jedné hodiny v 5% odtu¢néném mléce s TTBS. Po hodinové
blokaci, byla membrana dobfe promyta od zbytkd mléka pomoci TTBS. Nasledné byla pies
noc inkubovéna s primarni protilatkou (viz Ptiloha 2) ve 4 °C. Dalsiho dne byla membrana,
po promyti TTBS od priméarni protilatky, inkubovana se sekundarni protilatkou (viz Ptiloha 2)
po dobu 1 hodiny, pfi pokojové teploté. Nadbyte¢na sekundarni protilatka byla poté odmyta
op¢t pomoci TTBS. Proteiny byly vizualizovany s pomoci chemiluminiscenéni smési (Pierce™

ECL Western Blotting Substrate, ThermoFisher) a LAS-4000 zobrazovaciho systému.

4.7. Statisticka analyza

Relativni hladina proteinu byla nasledné kvantifikovana s pomoci programu ImageJ Fiji win64
a byla vztazena na celkovy protein detekovany pomoci barveni Ponceau. Ke statistické analyze
byl pouZit program GraphPad Prism 5, pro vyhodnoceni byla pouZita metoda One way ANOVA
a Dunnettliv test (porovnani s kontrolou), n = 6 pro akutni aklimaci, n = 8 pro chronickou

aklimaci, *p<0,05.
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5. Vysledky

5.1. Charakterizace hmotnostnich parametri potkanu v akutni a chronické

chladové aklimaci a regresi
U vSech zvifat byla zaznamenana télesna hmotnost (Graf 1A, 1D), a po odbéru organti také

hmotnost BAT a hmotnost srdecni tkan¢€. Jak mizeme vidét (Graf 1B, 1E), pomér hmotnosti
BAT k celkové télesné hmotnosti béhem chladové aklimace postupné rostl a po 10 dnech
aklimace doslo k jeho signifikantimu zvySeni (62 %), které ptetrvalo béhem aklimace
po 5 tydnech (92 %) a nasledné regrese (64 %). Postupné zvySovani hmotnosti BAT svédci
o spusténi termogenni odpovédi. Pomér hmotnosti levé srdecni komory k celkové télesné

hmotnosti (Graf 1C, 1F) se naopak signifikantné neménil.
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Graf 1: Hmotnostni parametry. A) + D) Hmotnost potkanit (BW) [g] v den odbéru tkani porovnana mezi vSemi
skupinami. B) + E) Pomér mezi hmotnosti hnédé tukové tkané (BAT) a hmotnosti potkanit (BW) porovnan mezi
vSemi skupinami. C) + F) Pomér mezi hmotnosti levé srdecni komory (LV) a hmotnosti potkanii (BW) porovnan
mezi vSemi skupinami. Kontrolni skupiny byly chovany pri teploté 24 + 1 °C po celou dobu experimentu (C).
Chladové skupiny byly vystaveny chladu 8 £ 1 °C po dobu 1 dne (1D), 3 dnii (3D), 10 dnii (10D), 5 tydnii (CA).
Regresni skupina (CAR) byla po 5 tydnech v chladu 8 + 1 °C navracena na 2 tydny do teploty 24 + 1 °C. Hodnoty
Jjsou uvedeny jako primeéry = SEM, *p<0,05.
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5.2. Charakterizace postnuklearniho supernatantu
S pouzitim metod SDS-PAGE a Western blot byl charakterizovan postnuklearni supernatant,

a byla potvrzena piitomnost markeri vSech klicovych kompartmenti. Byl zjiStén pozitivni
signal markeru cytosolu, glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza (Obr. 6A); peroxisomtl,
peroxisomalni membranovy protein 70 (Obr. 6B); plazmatické membrany, sodno-draselné
pumpa (Obr. 6C); Ca*?* ATP4zy sarko/endoplazmatického retikula 2 (Obr. 6D) a mitochondrii,
ATP-syntaza (Obr. 6E) ve dvou koncetnracich.

Obr. 6: Charakterizace postnuklearniho

- " p supernatantu pomoci proteinovych markerii.
- A) glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza,

B) peroxisomalni membranovy protein 70,

B C) sodno-draselna pumpa,
— A— E D) Ca’*ATPdza sarko/endoplazmatického retikula 2,
a b - ? E) ATP-syntiza;
a) postnukledrni supernatant v koncentraci
C 5 ug/jamka,
- . b) postnuklearni supernatant v koncentraci
a b 10 ug/jamka.

5.3. Antioxidanty odpovédné za degradaci ROS

5.3.1. Superoxiddismutaza 1
Stanovenim relativni hladiny proteinu SOD1 vztaZzené na celkovy protein detekovany pomoci

barveni Ponceau nebyla zjiSténa signifikantni zména oproti kontrolni skupiné ani v prib¢hu

akutni chladové aklimace (Graf 2A), ani v priabéhu chronické chladové aklimace a regrese

(Graf 2B). Graf 2: Relativni hladina proteinu
superoxiddismutaza 1 (SODI) v levé
srdecni komore vztazena na 100 %
kontroly. Kontrolni skupiny byly
chovany pri  teploté 24 +1°C
- — po celou  dobu  experimentu (C).
/ A) Chladové skupiny byly vystaveny

V
/ chladu 8 + 1 °C po dobu 1 dne (1D),
501 / 3 dnit (3D) a 10 dnii (10D). Hodnoty
7
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Jjsou uvedeny jako prumery + SEM,
n =6, *p<0,05. B) Chladova skupina
(CA) byla vystavena chladu 8 + 1 °C
po dobu 5 tydnu, regresni skupina
(CAR) byla po 5 tydnech v chladu
8§+1°C navracena na 2 tydny
do teploty 24 + 1 °C. Hodnoty jsou
uvedeny jako primeéry + SEM, n =8,
*n<0,05.

Imunoreaktivita (100% kontroly)
Imunoreaktivita (100% kontroly)
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5.3.2. Superoxiddismutaza 2

Stanovenim relativni hladiny proteinu SOD2 vztazené na celkovy protein detekovany pomoci

barveni Ponceau byl zjistén signifikantni ndrast oproti kontrolni skupiné v 1. dni akutni

chladové aklimace o 69 % (Graf 3A), v pribéhu chronické chladové aklimace a regrese

nedochazelo k vyznamnym zménam (Graf 3B).
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5.3.3. Katalaza

Graf 3.: Relativni hladina proteinu
superoxiddismutdza 2 (SOD2) v levé
srdecni komore vztazend na 100 %
kontroly. Kontrolni skupiny byly
chovany pri  teplot¢ 24 =+1°C
po celou  dobu  experimentu (C).
A) Chladové skupiny byly vystaveny
chladu 8 £ 1 °C po dobu 1 dne (1D),
3 dnit (3D) a 10 dnii (10D). Hodnoty
Jjsou uvedeny jako priumery = SEM,
n =6, *p<0,05. B) Chladova skupina
(CA) byla vystavena chladu 8 + 1 °C
po dobu 5 tydnii, regresni skupina
(CAR) byla po 5 tydnech v chladu
8+ 1°C navracena na 2 tydny
do teploty 24 =1 °C. Hodnoty jsou
uvedeny jako priimeéry = SEM, n = 8§,
*»<0,05.

Stanovenim relativni hladiny proteinu CAT vztazené na celkovy protein detekovany pomoci

barveni Ponceau byl naméten pokles v 1. dni chladové aklimace o 16 % (Graf 4A) a vzestup

b&hem regrese o 23 % (Graf 4B).
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Graf 4: Relativni hladina proteinu
katalaza (CAT) v levé srdecni komore
vztazend na 100 % kontroly.
Kontrolni  skupiny byly chovdany
priteplote 24 =1 °C po celou dobu
experimentu (C). A) Chladove
skupiny  byly vystaveny chladu
8+ 1 °C podobu Idne (ID), 3 dnii
(3D) a 10 dnu (10D). Hodnoty jsou
uvedeny jako priuméry + SEM, n = 6,
*n<0,05. B) Chladova skupina (CA)
byla vystavena chladu 8+1°C
po dobu 5 tydnui, regresni skupina
(CAR) byla po 5 tydnech v chladu
8+1°C navricena na 2 tydny
do teploty 24+ 1 °C. Hodnoty jsou
uvedeny jako priuméry + SEM, n =8,
*0<0,05.



5.3.4. Glutathionperoxidaza 4
Stanovenim relativni hladiny proteinu GPX4 vztazené na celkovy protein detekovany pomoci

barveni Ponceau byl naméfen pokles ve 3 a v 10 dnech chladové aklimace o 53 % a 55 %

v uvedeném potadi (Graf 5A), béhem chronické chladové aklimace byla zaznamenana tendence

ke zvyseni, ktera vsak nebyla signifikantni (Graf 5B).
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Graf 5: Relativni hladina proteinu
glutathionperoxidaza 4 (GPX4)
vievé srdecni komore vztazend
na 100 % kontroly. Kontrolni skupiny
byly chovany pri teplote 24 £ 1 °C
po celou  dobu  experimentu (C).
A) Chladové skupiny byly vystaveny
chladu 8 £ 1 °C po dobu 1 dne (1D),
3 dnii (3D) a 10 dnmut (10D). Hodnoty
jsou uvedeny jako primeéry + SEM,
n = 6, *p<0,05. B) Chladova skupina
(CA) byla vystavena chladu 8 =1 °C
po dobu 5 tydnii, regresni skupina
(CAR) byla po 5 tydnech v chladu
8+1°C navracena na 2 tydny
do teploty 24 + 1 °C. Hodnoty jsou
uvedeny jako primeéry £ SEM, n = 8§,
*»<0,05.

Stanovenim relativni hladiny proteinu TRX1 vztazené na celkovy protein detekovany pomoci

barveni Ponceau bylo nameétfeno snizeni v 1.dni chladové aklimace o040 % (Graf 6A),

v pribéhu chronické chladové aklimace a regrese nedochdzelo k vyznamnym zméndm

(Graf 6B).
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Graf 6: Relativni hladina proteinu
thioredoxin 1 (TRX1) v levé srdecni
komore vztazena na 100 % kontroly.
Kontrolni skupiny byly chovany pri
teplote 24+ 1°C po celou dobu
éxperimentu (C). A) Chladové
skupiny  byly vystaveny chladu
8+ 1°C podobu Idne (1D), 3 dnu
(3D) a 10 dmii (10D). Hodnoty jsou
uvedeny jako pruméry = SEM, n = 6,
*p<0,05. B) Chladova skupina (CA)
byla vystavena chladu 8+1°C
po dobu 5 tydnii, regresni skupina
(CAR) byla po 5 tydnech v chladu
8§+1°C navriacena na 2 tydny
do teploty 24 + 1 °C. Hodnoty jsou
uvedeny jako primery = SEM, n =8,
*p<0,05.



5.4.2. Thioredoxin 2
Stanovenim relativni hladiny proteinu TRX2 vztazené na celkovy protein detekovany pomoci

barveni Ponceau bylo naméfeno snizeni ve 3. dni chladové aklimace o 30 % (Graf 7A),

v prubéhu chronické chladové aklimace a regrese nedochazelo k vyznamnym zménam

(Graf 7B).
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5.4.3. Thioredoxin reduktaza 1
Stanovenim relativni hladiny proteinu TXNRDI1 vztaZzené na celkovy protein detekovany

TRX2
1l

Graf 7: Relativni hladina proteinu
thioredoxin 2 (TRX2) v levé srdecni
komore vztazena na 100 % kontroly.
Kontrolni skupiny byly chovany pri
teplote 24 +£1°C po celou dobu
experimentu (C). A) Chladové
skupiny  byly vystaveny  chladu
8+ 1 °C podobu Idne (1D), 3 dnu
(3D) a 10dnu (10D). Hodnoty jsou
uvedeny jako prumery + SEM, n = 6,
*»<0,05. B) Chladova skupina (CA)
byla vystavena chladu 8=+1°C
po dobu 5 tydnui, regresni skupina
(CAR) byla po 5 tydnech v chladu
8+1°C navracena na 2 tydny
do teploty 24 =1 °C. Hodnoty jsou
uvedeny jako prumery + SEM, n = 8,
*0<0,05.

pomoci barveni Ponceau bylo naméteno snizeni v 1. dni chladové aklimace o 46 % (Graf 8A),

v pribéhu chronické chladové aklimace a regrese nedochdzelo k vyznamnym zméndm

(Graf 8B).
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Graf 8: Relativni hladina proteinu
thioredoxinreduktaza 1 (TXNRDI)
vlievé srdecni komore vztazend
na 100 % kontroly. Kontrolni
skupiny byly chovany pri teploté
24+1°C po celou dobu
experimentu (C). A) Chladové
skupiny  byly vystaveny chladu
8+ 1°C po dobu I dne (1D), 3 dnii
(3D) a 10 dnu (10D). Hodnoty jsou
uvedeny jako priméry + SEM, n = 6,
*n<0,05. B) Chladova skupina (CA)
byla vystavena chladu 8+1°C
po dobu 5 tydnii, regresni skupina
(CAR) byla po 5 tydnech v chladu
8+1°C navriacena na 2 tydny
do teploty 24 £ 1 °C. Hodnoty jsou
uvedeny jako primeéry + SEM, n = §,
*n<0,05.



5.4.4. Thioredoxin reduktaza 2

Stanovenim relativni hladiny proteinu TXNRD2 vztazené na celkovy protein detekovany

pomoci barveni Ponceau bylo v 1. dni chladové aklimace naméteno zvySeni o 54 % (Graf 9A),

v prub¢hu chronické chladové aklimace a regrese nedochéazelo ke zménam (Graf 9B).
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5.5. Antioxidanty spojené s metabolismem Zeleza

5.5.1. Akonitaza 2

Graf 9: Relativni hladina proteinu
thioredoxinreduktaza 2 (TXNRDZ2)
vievé srdecni komore vztazend
na 100 %  kontroly. Kontrolni
skupiny byly chovdany pri teplote
24+1°C po celou dobu
experimentu (C). A) Chladové
skupiny  byly vystaveny chladu
8+ 1 °C po dobu I dne (1D), 3 dni
(3D) a 10 dnu (10D). Hodnoty jsou
uvedeny jako priuméry + SEM, n = 6,
*n<0,05. B) Chladova skupina (CA)
byla vystavena chladu 8+1°C
po dobu 5 tydnii, regresni skupina
(CAR) byla po 5 tydnech v chladu
8+ 1°C navracena na 2 tydny
do teploty 24 + 1 °C. Hodnoty jsou
uvedeny jako priuméry + SEM, n = 8§,
*n<0,05.

Stanovenim relativni hladiny proteinu ACO2 vztaZené na celkovy protein detekovany pomoci

barveni Ponceau nebyly nameétfeny béhem chladové aklimace zadné zmény (Graf 10A),

v pribehu regrese bylo zaznamenano jeji mirné, ale signifikantni zvysSeni o 9 % (Graf 10B).
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Graf 10: Relativni hladina proteinu
akonitiza 2 (ACO2) v levé srdecni
komore vztazend na 100 % kontroly.
Kontrolni  skupiny byly chovany
priteplote 24 + 1 °C po celou dobu
experimentu (C). A) Chladové
skupiny  byly vystaveny chladu
8+ 1°C po dobu 1 dne (1D), 3 dnii
(3D) a 10 dnu (10D). Hodnoty jsou
uvedeny jako priméry + SEM, n = 6,
*»<0,05. B) Chladova skupina (CA)
byla vystavena chladu 8=+1°C
po dobu 5 tydnii, regresni skupina
(CAR) byla po 5 tydnech v chladu
8+1°C navriacena na 2 tydny
do teploty 24 + 1 °C. Hodnoty jsou
uvedeny jako priméry + SEM, n =8,
*n<0,05.



5.5.2. Hemoxygenaza 1

Stanovenim relativni hladiny proteinu HMOX1 vztazené na celkovy protein detekovany

pomoci barveni Ponceau bylo naméfeno signifikantni zvySeni exprese proteinu v 1. dni

chladové aklimace o 149 % (Graf 11A) a v priabcéhu chronické chladové aklimace o 113 %

(Graf 11B).
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Graf 11: Relativni hladina proteinu
hemoxygendza 1 (HMOXI) v levé
srdecni komore vztazenda na 100 %
kontroly. Kontrolni skupiny byly
chovany pri  teplote 24+ 1 °C
po celou  dobu  experimentu (C).
A) Chladové skupiny byly vystaveny
chladu 8 £ 1 °C po dobu 1 dne (1D),
3 dnit (3D) a 10 dnii (10D). Hodnoty
Jjsou uvedeny jako primery + SEM,
n =6, *p<0,05. B) Chladova skupina
(CA) byla vystavena chladu 8 £ 1 °C
po dobu 5 tydnii, regresni skupina
(CAR) byla po 5 tydnech v chladu
8§+1°C navracena na 2 tydny
do teploty 24 +1 °C. Hodnoty jsou
uvedeny jako priuméry + SEM, n = 8,
*»<0,05.



6. Diskuze

V predkladané diplomové praci jsem se zaméfila na GCinky akutni chladové aklimace,
chronické chladové aklimace a nasledné regrese na proteiny antioxida¢niho systému v srdci
potkanich samci. Tim jsem se pokusila vyjasnit otazku, zda je kardioprotektivni efekt
pozorovany na predkladanych modelech spojen se zménou kapacity antioxida¢niho systému.

Nejprve jsme potvrdili, Ze u nasich experimentalnich zvifat nedochdzelo ke zméné
poméru hmotnosti levé srdecni komory k hmotnosti téla a tim padem k hypertrofii. Déle jsme
diky zvySovéani poméru hmotnosti BAT k hmotnosti téla mohli potvrdit, Ze dochézelo k jejich
chladové aklimaci. Tento pomér byl vyssi oproti kontrolnim jedincim o 18 % v 1 dni,
0 33 % ve 3 dnech, 0 62 % v 10 dnech, 0 92 % po 5-tydnech a o 64 % bcéhem regrese. Narist
hmotnosti BAT béhem chladové aklimace se shoduje i s jinymi pracemi (Wang et al. 2015;
Tsibulnikov et al. 2019) a nedavnymi vysledky nasi laboratote (Tibenska et al. 2020; 2021).

Jak bylo ukézano v jiném experimentu, zvySeni télesné teploty v prib&hu I/R poskozeni
zvySuje rozsah srde¢ni nekrézy a snizuje pritok krve do ischemické oblasti béhem reperfuze.
Zvyseni télesné teploty, v pruméru ptiblizn€ o 2 °C, mélo velmi neblahy vliv na stav krali¢ich
samcl s navozenym I/R poskozenim. Takovi jedinci méli o 58 % vétsi infarkty a o 57 % nizsi
navrat krve do ischemické tkdné nez normotermni subjekty (Hale et al. 2002). Na druhou stranu
je zndmo, Ze hojné vyuzivana klinickd hypotermie vede k vyssi odolnosti tkani k poSkozeni
(Askalan et al. 2011). AvSak na§ model chladové aklimace nesnizuje teplotu, proto je potieba
hledat protektivni mechanismus jinde nez v hypotermii. Chladova aklimace (8 +1 °C)
potkanich samcii méla v prabéhu I/R poSkozeni silné kardioprotektivni u¢inky (Tibenska et al.
2021, Marvanova, nepublikovano). Se stejnymi chladovymi modely pouzitymi v téchto
experimentech pracuji i ja ve své diplomové praci.

Antioxidanty odpoveédné za degradaci ROS, které jsem stanovila, tedy SOD1, SOD2,
CAT, GPX4, vykazovaly nésledujici zmény exprese. V expresi prvniho proteinu, tedy SODI,
nebyly zaznamenany Zzadné signifikantni zmény. Béhem akutni aklimace mohla byt pozorovana
spiSe mirna tendence k poklesu, béhem chronické chladové aklimace zase k velmi mirnému
stoupani. Znac¢né¢ signifikantni nartist exprese proteinu SOD2 bylo mozno sledovat v 1. dni
chladové aklimace. Exprese proteinu CAT naopak v 1. dni poklesla, béhem chronické chladové
aklimace se pak zvySovala bez signifikance, regrese uz vSak ukazovala jeji signifikantni
vzestup. Déle byl béhem akutni aklimace pozorovan neocekavany postupny pokles exprese
proteinu GPX4. Naopak 5-tydenni chronicka aklimace vykazovala jistou nesignifikantni

tendenci k narGstu exprese, tato tendence nesetrvala béhem regrese.
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Vzestup v expresi mitochondrialni SOD2 byl tedy na pocatku chladové aklimace
doprovazen poklesem exprese CAT. Srdecni tkdn ma obecné velmi nizkou aktivitu
mitochondrialni CAT a jeji mitochondrie tak produkuji vétsi mnozstvi H2O»/g tkdné€ nez vétsSina
ostatnich orgdnt. CAT potkaniho srdce, ktera ptedstavuje 0,025 % mitochondrialnich proteind,
muze rozkladat H,O; jesté diive, nez se ptes mitochondrialni membranu dostane do cytosolu
(Radi et al. 1991). Pokles exprese CAT, ktery jsme pozorovali by tak mohl
naznacovat akumulaci H>O> také v mitochondriich.

Podobn¢ byla sledovana aktivita antioxidantii u hrabose mokiadniho. Byly zde
vytvofeny dvé skupiny, chladova skupina hrabost, ktefi se narodili a nasledné 1 Zili v teploté
8 £3 °C, a skupina stejn¢ tak chovana v teploté 22 + 3 °C. CAT zvysila u chladové skupiny
svou aktivitu vsrdecnim 1 kosternim svalu avledvinidch. Naselenu zavisla blize
nespecifikovand GPX zvySila svou aktivitu v srdecnim svalu. Celkova aktivita SOD
se neménila v kosterni svalovin€ ani v ledvinach, jatrech nebo tenkém stfevé, nesignifikantni
zvySeni aktivity bylo pozorovano pouze v srdecni svaloviné. Musime ale upfesnit, ze tito
jedinci pattici do chladové skupiny prozili v této teploté cely zivot (61 £ 1,9 dni), nejednalo se
také pouze o samce, jako v naSem pfiipadé€, zastoupeni bylo naopak piil napil samci a samice
(Selman et al. 2000). Nutno podotknout, Ze hrabo§ mokiadni dava v ptirod¢ zaroven pfednost
chladnéjSimu klimatu a podméacenym oblastem. V jiném experimentu vedlo 3-tydenni
vystaveni potkanil teploté 7-8 °C v srdci ke zvyseni peroxidace lipidd, snizeni aktivity CAT,
celkové SOD 1 bliZze nespecifikované GPX. SOD zde naproti pfedchozimu experimentu velmi
signifikantné snizovala aktivitu 1 v ledvinach, jatrech, tenkém stfev€ a mozku. Nutno také
dodat, Ze zvifata byla chovéna v klecich samostatné a mohlo zde tedy dochéazet k socidlnimu
stresu (Kaushik a Kaur 2003).

Dal$imi zkoumanymi proteiny byly proteiny thioredoxinového systému, které udrzuji
v bunice dilezitou homeostazu. Exprese proteinu TRX1 se v nasich experimentech stejné jako
exprese jeho reduktazy TXNRDI1 snizila v 1.dni chladové aklimace. Exprese
mitochondridlniho TRX2 poklesla ve 3. dni chladové aklimace, exprese jeho reduktazy
TXNRD?2 naopak viditelné stoupla v 1. dni.

Tyto vysledky, které byly naméfeny u TRX2 a TXNRD2, by mohly podporovat jiz diive
zminéné pozorované kompenzacni zmény u téchto dvou proteind. Jednalo se o zvySeni hladiny
TRX2 zplisobené snizenim hladiny TXNRD2 v srdci (Horstkotte et al. 2011) a dale pak
o snizenou hladinu TRX2 doprovazenou silnym zvySenim TXNRD2 u pacientl s dilatacni
kardiomyopatii (Huang et al. 2015). Zaroven je vSak mozné pozorovat, Ze exprese TXNRD2

ve 3. dni méla taktéZ tendenci ke klesani, avSak bez signifikance
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Jak jsme jiz mnohokrat zminili, thioredoxinovy systém je pro srdce velice dulezity,
a pravé TXNRD2 je mimo jiného nezbytna pro spravny srdec¢ni vyvoj (Conrad et al. 2004)
a pfinejmensim vyznamna v ochrané srdce po ischemickém poskozeni (Horstkotte et al. 2011).
Delece TRX2 zase vykazuje zvySenou generaci a hromadéni mitochondridlnich ROS v mySim
srdci (Huang et al. 2015) nebo také v B lymfocytech kufete (Tanaka et al. 2002). To se vSak
neslucuje s neo¢ekavanymi vysledky jiného experimentu, podle kterych by mél TRX2 zvySovat
produkci ROS v mitochondriich. Bunééna overexprese TRX2 zde totiz zvySovala hladinu
mitochondridlnich ROS v lidskych embryonalnich ledvinnych buiikach. Naproti tomu
overexprese TRX1 ji sniZzovala (Zhou et al. 2007).

Vjiném experimentu byl vyuzit zavedeny model tzv. ,mirného chronického
intermitentniho chladu®, coz znamenalo, ze potkani samci byli po dobu 2 tydnii na 6 h/den
vystavovani chladu 4 °C, nasledné byli vZdy navraceni do stejné teploty jako kontrolni zvitata
(teplota nebyla specifikovana). Tito jedinci kromé snizené celkové télesné hmotnosti, zvySené
hmotnosti BAT, nizsi rektalni teploty, kterd se ale v pribéhu aklimace postupné zvySovala,
a vys$i hladiny ATP i ROS v srdci, kosternim svalu, BAT, jatrech i mozku, vykazovali také
zvySenou expresi kryoprotektivniho ,,chladem indukovatelného proteinu vazajici RNA*
(CIRBP) a s tim spojenou expresi TRX1 ve vSech téchto tkanich (Wang et al. 2015). Vyrazné
zvySovani hladiny ROS zde naznacCovalo vznik oxidativniho stresu. Ten vSak mohl byt
zpusobeny relativné nizkou teplotou, které byla zvifata vystavovana. Pozorovana ptitomnost
azvySena exprese TRX1 a CIRBP vSak nepochybné procesu chladové aklimace znacné
napomahaly.

Pozorovali jsme také, Ze v piedkladanych vysledcich dochdzelo k signifikantnim
zménam v expresi v prub¢hu chladové aklimace ¢asto u mitochondridlnich proteini (SOD2,
TRX2, TXNRD2). Mohlo by to tedy znamenat, Ze béhem chladové aklimace dochézi v srde¢ni
tkani k néjakym mitochondridlnim zméndm doprovazenym zménou exprese zde pfitomnych
proteind.

Podobnd zména struktury mitochondrii v zavislosti na vystavovani chladnym
podminkdm byla jiz zaznamendna v jinych tkanich a organech, napiiklad v BAT.
Mitochondrialni kristy v BAT jsou obecné za normélnich podminek méné denzni, avSak jiz
mirna chladova aklimace vyvolava u mysi zvySeni denzity krist a zmény stavby mitochondrii
BAT (Bal et al. 2017).

Je také mozné, Ze zvifata Zijici ve vétSich nadmotskych vyskach, tedy 1 v chladngjSich
podminkach, maji evoluéné uzpiisobené svalové mitochondrie pro termogenezi. Experiment

byl proveden s kfeckem dlouhoocasym, ktery pfirozené obydluje vysoké nadmotské vysky,
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ey

a s kifeCkem b€lonohym zijicim naopak spiSe v niZinatych oblastech. Vysokonadmoisti kiecci
dlouhoocasi zvétsovali v chladu (5 °C) sva oxidativni, ne vSak glykolytickd, svalova vldkna
zadni koncetiny. M¢€li také obecné vysSi respiracni kapacitu v mitochondriich kosterni
svaloviny nez jejich pfibuzni obydlujici nizké nadmoiské vySky. Chladova expozice (5 °C)
tuto kapacitu nijak nemeénila, naopak ji snizovalo vystaveni hypoxii pfi teploté 25 °C. Kiecek
bélonohy mél naproti tomu v pro néj piijemné;jsi teploté 25 °C a v normoxickych podminkach
nizkou respiraéni kapacitu. Ta se zacala viditelné zvySovat navozenim hypoxie, teplotou 5 °C,
anebo navozenim hypoxie a teploty 5 °C zaroven. Pozoruhodné je, ze oba subjekty mély
teploté¢ naméfenou vyssi ,,leak respiraci® a nizsi sptazeni (coupling) oxidativni fosforylace
(Mahalingam et al. 2020). Jind zajimava prace dokonce pojednava o zméné morfologie
mitochondrii kosterniho svalstva béhem vystupu na Everest. Pozorovano bylo sniZeni
mitochondridlni hustoty v kosternim svalu, a to hlavn¢ subsarkolemalnich mitochondrii, snizeni
hladiny proteini komplexu I a komplexu IV dychaciho fetézce a také UCP3 (Levett et al. 2012).
Zde se ale pravdépodobn¢ jednalo predevsim o dusledek plisobeni velmi vysoké nadmotské
vysky a nizké hladiny kysliku, nez jen o disledky nizké teploty.

S vyuZzitim tzv. terapeutické hypotermie je mozné dosdhnout sniZeni posSkozeni mozku
béhem ischemickych ptihod. Jestli a jak se v takovém piipadé méni funkce nebo struktura
mitochondrii bylo pozorovano v nasledujicim experimentu. Nizs§i (28 °C) nez fyziologicka
(37 °C) teplota snizovala v permeabilizovaném mySim mozku respiracni tok elektronového
transportniho fetézce a taktéZz jeho kapacitu, zaznamenam byl i pokles aktivity komplext
dychaciho fetézce, komplexu oxidativni fosforylace, ale také citratsyntazy Krebsova cyklu.
Zaroven bylo pozorovano, ze k nejvétsimu snizeni aktivity doslo u komplext II a V. Snizeni
aktivity komplexu II pak mohlo nejspiSe umocnit vyuziti komplexu I. Pfesto, Ze byla aktivita
ve vSech komplexech takto sniZena, zdéala se byt efektivnéj$i a pozorovano bylo tésnéjsi
spfazeni protonového gradientu s mitochondridlni respiraci. Pravdépodobné diky tomu
dochazelo ke sniZzeni metabolické rychlosti a Gspotre energie, k nizsi tvorbé ROS a omezeni
smrti bun¢k (Pamenter et al. 2018). Terapeuticka hypotermie by se mohla provadét i u pacientli
po srde¢ni zastavé, ti by podle doporuceni meli byt ochlazovani na 32-34 °C po dobu
12-24 hodin (Nolan et al. 2003).

Zajimavosti je, Ze védecka skupina zabyvajici se v Rakousku transplanta¢ni chirurgii
usiluje o vyvinuti specialniho uchovavaciho media, diky kterému by mohly byt srdecni

mitochondrie konzervovéany na ledu bez ztraty nebo poskozeni jejich funkce. Takové medium
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by obsahovalo antioxidanty, jakymi jsou napiiklad vitamin E, glutathion nebo hovézi sérovy
albumin, dale pak mitochondridlni substraty, ATP nebo histidin (Gnaiger et al. 2000).

Posledni skupinou proteini zkoumanych v této diplomové praci byly antioxidanty
spojené¢ s metabolismem Zeleza. Exprese proteinu ACO2 se v priabéhu chladové aklimace
nemenila, az regrese poukazovala na jeji mirny, ale signifikantni vzestup. Naproti tomu
k viditeln¢ signifikantnim zménam v expresi dochéazelo u inducibilni HMOX1. Prudky nérGst
jsme sledovali v 1 dni a také béhem 5-tydenni chronické chladové aklimace. Zvysena exprese
vSak jiz nebyla pozorovana béhem regrese, zde naopak klesla spise k hodnotam kontroly.

HMOX1 by mohla hrat ochrannou roli v prvopoc¢ate¢nim stresu u akutniho modelu, kde
chrani proti stresu endoplazmatického retikula. Jak bylo jiz dfive pozorovano, HMOX1 mize
byt za urcitych stresovych podminek nalezena ve vysokém mnozstvi v mitochondriich. Dalo by
se tedy uvazovat o tom, jestli k takové akumulaci nedochazelo i u naseho chladového modelu.
Tento jev byl zaznamenan napiiklad u makrofagii vystavenych hypoxii (12h nebo 24h, 1% O2)
nebo chloridu kobaltnatému (Bansal et al. 2014), dale pak u plicnich epitelidlnich bun¢k
po jejich oSetfeni heminem nebo bakterialnim lipopolysacharidem. Nejvyssi mitochondridlni
akumulace HMOX1 byla vSak pozorovdna po oSetfeni zivné plidy plicni bunécné kultury
cigaretovym koufem. DoSlo zde také k mnohondsobnému zvySeni aktivity HMOXI.
Overexprese HMOX1 zase chranila plicni epitelialni bunky pted poklesem ATP a pted jejich
nekrézou zptisobenou cigaretovym kouiem (Slebos et al. 2007), taktéz snizovala oxidativni
stres a omezovala myokardidlni posSkozeni béhem srde¢niho selhani (Collino et al. 2013).

ZvySend exprese genu pro HMOXI1 byla pozorovana i v necekanych piipadech.
Terapeutické vyuziti studené fyzikalni plazmy, ¢aste¢n¢ ionizovaného plynu, ktery produkuje
reaktivni formy kysliku 1 dusiku, je zkoumano pro své protinadorové ucinky. Touto studenou
plazmou bylo po dobu 4 hodin oSetfeno 8 lidskych rakovinnych bunéénych kultur, v§echny tyto
kultury vykazovaly vysokou upregulaci genu pro HMOXI1. Ve 2 kulturach byla pozorovana
taktéZ upregulace PRDX1 a PRDXS, ale pravé PRDX byly v nékterych kulturach naopak silné
downregulovany (Bekeschus et al. 2018).

HMOX1 se téz fadi mezi proteiny teplotniho Soku, mizeme ji také nazyvat proteinem
teplotniho Soku 32. Je v§ak hodné pozornosti, Ze oproti zndimému proteinu teplotniho Soku 70
nedochdzelo béhem 90-minutového teplotniho stresu (41 °C a 45 °C) kexpresi genu
pro HMOX1, a to ani v lidskych mononuklearnich bunikdch periferni krve, ani v jaternich
rakovinnych bunkéch pouzitych v experimentu (Bauer et al. 2003). Naproti tomu 30-minutova
mirna testikularni hypertermie (40 °C a 42 °C) mysi, kterd méd za ndsledek naruSeni

spermatogeneze, smrt zarodecnych buné¢k a rozvoj oxidativniho stresu, zvySovala signifikantné
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expresi genu pro HMOX1. Ke zvysené proteinové expresi vSak dochazelo jen pfi teploté 42 °C
(Paul et al. 2009).

Co se ty¢e ACO, tak v nasem meéteni se exprese ACO2 béhem chladové aklimace
nemeénila. To by vSak mohlo souviset s tim Ze, jak bylo uk4dzano, ACO2 byva jako senzor
oxidativniho stresu reverzibilné inaktivovana, ne vSak degradovana (Gardner et al. 1995;
Vasquez-Vivar et al. 2000; Bulteau et al. 2003). To tedy znamend, Zze nemusi dochdzet
ke zménam v jeji hlading, aby mohlo dochézet ke zméné jeji aktivity (Bulteau et al. 2005). Bylo
by tedy jisté zajimavou otazkou, zda by aklimace na chlad nemohla udrzovat ptitomnou ACO2
v aktivovaném stavu.

O tom, jak se chova ACO2 v zavislosti na zménach teploty neni mnoho znamo. Zména
aktivity ACO2 vsak byla pozorovana u ektotermni Ustfice virzinské zijici v teploté moiské vody
vrozmezi 20-30 °C, v zavislosti na sezonnich a dennich vykyvech teplot. Pti teploté vody 30 °C
byla jeji ACO2 shledana jako mnohem aktivnéjsi neZ pfi teploté 20 °C, ktera pro ni znamenala
spise teplotni stres (Cherkasov et al. 2007).

Nejen vysoka, ale i1 nizka teplota miize u savcl zpusobovat oxidativni stres. To bylo
ukazéano naptiklad béhem 20-minutového ochlazovani zadni koncetiny krélika pod anestezii
z28 °C na 0 °C. V koncetin¢ dochazelo k rozvoji oxidativniho stresu a omezeni toku krve,
ten se obnovoval po zahtati. Pravé v tu chvili ale dochéazelo k nejvétsimu poskozeni tkéang,
podobné jako je tomu pfi reperfiizi. Antioxidanty, jakymi jsou CAT nebo SOD, poskozeni tkan¢
snizovaly (Das et al. 1991).

Chladova aklimace je v mnoha ptvodnich pracich spojena s rozvojem hypertenze
(Fregly et al. 1989) a nasledné levostranné srde¢ni hypertrofie (Cheng a Hauton 2008). V obou
téchto experimentech vSak byla pouzita relativné nizka teplota. V prvnim ze dvou uvedenych
experimentll byla pouZita teplota 4 °C. Béhem 4-tydenni aklimace byl zvifatim zaroven
postupné¢ ménén svételny rezim z piivodniho rezimu 12:12 na 1:23, to tedy znamena pouze
1 hodinu svétla a 23 hodin tmy. V tom druhém byla pouzita teplota 6 °C, zvitata vSak byla zase
po dobu experimentu, tedy po dobu 4 tydnli,, chovéna v klecich samostatné. To vSe jisté
ptispivalo k jejich stresu. Proto také pro nase modely pouzivame nami jiz vyzkouseny mirny
chlad 8 °C, ktery v podminkéch chovu s dostatecnou podestylkou a v parech, kdy se zvifata
vzéjemné zahiivaji, srdeni hypertrofii nezplisobuje. Zvitata jsou chovana po celou dobu
pii stdlém svételném rezimu 12:12 a chov v parech také eliminuje socialni stres, ktery by

negativné€ ovlivioval vysledky méfeni.
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7. Z.avér

V této praci jsme si polozili otdzku, zda antioxidacni systém hraje tlohu v kardioprotekci
vyvolané chladem. Potkani pouziti v tomto experimentu byli vystavovani mirnému chladu
8 = 1 °C. Tento model, ktery byl jiz diive vyvinuty v nasi laboratofi, nezptisobuje hypotermii
ani srde¢ni hypertrofii, navozuje zvySeni BAT a ma zjevné kardioprotektivni u¢inky. Z tohoto
diivodu jsme studovali zmény exprese antioxida¢niho systému, jehoz enzymy, jak je znamo,
snizuji oxidativni stres a hladinu ROS a zarovei také povétSinou plisobi protektivné na srdce
zasazené ischemii.

Zjistili jsme aktivaci mitochondridlni SOD2, zatimco CAT klesala na poc¢atku chladové
aklimace, coz by mohlo vést k akumulaci H>O2 v mitochondriich. Tento stav byl kompenzovan
nartstem mitochondridlni TXNRD2. Exprese CAT vzrostla po navratu potkani z chronické
aklimace do tepla. Exprese dal§iho mitochondrialniho proteinu, ACO2, také stoupla az béhem
opétovné regrese v 24 + 1 °C, 1 pfesto, Ze se béhem chladové aklimace jeji exprese neménila.
Lze tedy fici, ze akutni chlad a zpétny navrat do tepla vyvolaly vyznamné zmény v expresi
u mitochondridlnich enzymi. Naproti tomu, SODI se neménila adoSlo k poklesu
exprese cytosolického TRX1, TXNRDI1, GPX4 1 jiz zminéné CAT v akutnim chladu.
Zajimavym ndlezem je zvySena exprese HMOXI1 na pocatku aklimace. HMOXI1 hraje
vyznamnou roli v antioxida¢nich procesech endoplazmatického retikula i mitochondrii.

Tato prace pfinesla nové poznatky o tom, jak se v levé srde¢ni komote potkanich samct
méni exprese nékterych proteini antioxidaniho systému v prubéhu akutni, tedy 1-denni,
3-denni a 10-denni aklimace, béhem dlouhodobé chronické 5-tydenni aklimace a nasledné
2-tydenni regrese. Tyto poznatky jsou pfinosné k objasnéni kardioprotektivniho ti¢inku chladu
na srdecni buniky a vyZzaduji dalsi studium pomoci specifickych inhibitorit na modelu infarktu

in vivo, které na tuto praci navazuji.
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9. Prilohy

9.1. Priloha 1

TME pufr:
TME 10 ml
Trizma base 24,2 mg
MgCI2 6,1 mg
EDTA 2,92 mg
cOMPLETE inhibitory 200 ul
PhosSTOP inhibitory 1 tableta

TMES pufr, (pH 7,4):

e pridat do TME 0,86 g sacharozy

Laemmliho vzorkovy pufr, 4x koncentrovany:

Vzorkovy pufr 10 ml
TRIS pufr pH 6,9 4,8 ml
Glycerol 1 ml
SDS 0,8¢g
DTT 08¢
bromfenolova modi 1 mg

Délici a zaostirovaci gel (mnozstvi na 4 gely):

Délici gel 12%

Zaostiovaci gel 5%

H>O (ml) 5,8 5,2
AA sol. A (ml]) 8 1,7
Tris 8,9 sol. C (ml) 5 0

Tris 6,9 sol. D (ml) 0 2,5
SDS sol. B (ml) 0,2 0,1
APS sol. G (ml) | 0,5

AA sol. A: (30% akrylamidovy roztok (Sigma))

Tris pH 8,9 sol. C:

Tris C 100 ml
Trizmabase | 182¢g
TEMED 345 ul

Tris pH 6,9 sol. D:

Tris D 50 ml

Trizmabase | 3,025 g
TEMED 345 ul
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SDS sol. B:

SDS B 10 ml

SDS lg
APS sol. G:

APS G 5 ml

APS 90 mg

Elekrodovy pufr pro elektroforézu:

Elektrodovy pufr, koncentrovany 11

Trisma base 303¢g
Glycin 1440 ¢
SDS 10,0 ¢

e pro SDS elektroforézu 10x nafedéno

Towbin pufr:

Towbin

11

Trisma base

3,03 ¢

Glycin

14,4 ¢

methanol

200 ml

TBS (4 °C, pH 7,5):

TBS 51

Trismabase | 12,1 g

NaCl 146,2 g
TTBS (4°C)

e pridatdo 1 1 TBS 0,5 ml Tween 20

Ponceau S:
Ponceau S 250 ml
Ponceau 250 mg
99% kyselina octova | 12,5 ml
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9.2. Priloha 2

Pouzité primarni a sekundarni protilatky:

Primérni protilatka Redéni | Sekundarni protilatka Redéni
Total OXPHOS Blue Native 1:250 Goat anti-mouse sc2380 1:10000
WB Antibody Cocktail

ab110412

GAPDH mAD #5174 1:1000 | Goat anti-rabbit A0546 1:10000
Anti-PMP70 SAB4200181 1:1000 | Goat anti-mouse sc2380 1:10000
Na+/K+-ATPase a sc-28800 1:2000 | Goat anti-rabbit A0546 1:10000
SERCA2 2A7-Al 1:1000 | Goat anti-mouse sc2380 1:10000
SOD1 sc-11407 1:1000 | Goat anti-rabbit A0546 1:10000
SOD2 sc-30080 1:1000 | Goat anti-rabbit A0546 1:10000
CAT sc-50508 1:1000 | Goat anti-rabbit A0546 1:10000
GPX4 ab125066 1:5000 | Goat anti-rabbit A0546 1:10000
TRX1 ab86255 1:1000 | Goat anti-rabbit A0546 1:10000
TRX2 ab185544 1:1000 | Goat anti-rabbit A0546 1:10000
TXNRDI1 ab124954 1:5000 | Goat anti-rabbit A0546 1:10000
TXNRD2 ab180493 1:1000 | Goat anti-rabbit A0546 1:10000
ACO2 ab129105 1:20000 | Goat anti-rabbit A0546 1:10000
HMOX1 ab13243 1:2000 | Goat anti-rabbit A0546 1,5:10000
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